








Der Einflu6 der Temperatur auf die chemische 
Zusammensetzung der anaerob ermiideten Muskeln’. 
Von 
€. Lutwak und WI. Mozolowski. 

(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Lwéw). 


(Eingegangen am 3. Juli 1934.) 


Die Aufgabe dieser Arbeit war die Untersuchung der chemischen 
Zusammensetzung von anaerob bei zwei verschiedenen Temperaturen 
ermiideten Froschmuskeln. 

Werden zwei symmetrische Froschgastrocnemien bei verschiedener 
Temperatur (4° und 18°) gereizt, so kann von den beiden Muskeln der 
bei héherer Temperatur gereizte die gréBere Arbeit leisten. Ist die 
Reizdauer lang genug. so werden beide Muskel unerregbar. Meyerhof? 
hat festgestellt, daB es in Muskeln, welche bei héherer Temperatur 
ermiidet worden sind, zu einer gréBeren Anhaufung der Milchsaure 
kommt als in solchen, die mit demselben Strom bei tieferer Temperatur 
gereizt worden sind; man kann daher ein von der Temperatur ab- 
hangiges Milchsiuremaximum annehmen. Da die Untersuchungen der 
letzten Jahre unsere Kenntnisse iiber die Zusammensetzung des Muskel- 


gewebes erweitert haben, schien es uns wichtig, auBer der Milchsiure 
auch die anderen Substanzen, die im anaerob bei verschiedenen Tem- 
peraturen ermiideten Muskel wahrend seiner Tatigkeit entstehen, zu 
untersuchen. In der vorliegenden Arbeit ist das Verhalten der Milch- 
siure, des Ammoniaks und der saureléslichen Phosphorverbindungen 
studiert worden, wobei wir zur Charakterisierung der Phosphor- 
verbindungen die von Lohmann*® angegebene Hydrolysekurve benutzt 


haben. Auf Grund der von uns erzielten Ergebnisse kann man die 
untersuchten Verbindungen in zwei Gruppen teilen: erstens in solche, 
deren Menge unabhangig von der Temperatur ist, bei der die Muskeln 
anaerob ermiidet worden sind. Es sind dies die durch ihre Hydrolyse- 
kurve charakterisierten Phosphorverbindungen, und zweitens in solche, 
die sich in Muskeln, die bei héherer Temperatur gearbeitet haben, in 
gréBerer Menge anhaufen. Es sind dies Milchséiure und Ammoniak. Es 
besteht somit zwischen symmetrischen Muskeln, die bei verschiedenet 
Temperatur gearbeitet haben, einerseits eine biochemische Uberein- 
stimmung (in bezug auf die Phosphorverbindungen), andererseits aber 


1 Zum Teil sind die hier mitgeteilten Versuche in ,,Przeglad Fizjologji 
Ruchu‘: 1934 (polnisch) veréffentlicht. — ? Pfliigers Arch. 182, 250, 1920. 
— 5% Diese Zeitschr. 222, 324, 1930. 
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auch chemische Unterschiede (Milchsaure und Ammoniak): die Uberein.- 
stimmung kann ihre Ursache darin haben, daB die beiden Musk 
unerregbar geworden sind; die Unterschiede kénnen als Folge d 


ungleich groBen Arbeit betrachtet werden. Fiir die Analyse unse: 


Befunde haben wir auch die Untersuchung des bei 4 und 189 inkubiert+; 
Muskelbreies herangezogen. 


Die Methodik. 


Unsere Versuche an arbeitenden Muskeln wurden an Gastrocnemi: 
von Temporarien ausgefiihrt. Nicht abgehéutete Schenkel wurden 
Wasser von 4 bzw. 18° 15 Minuten lang aufbewahrt, um sie dadurch au 
eine bestimmte Temperatur zu bringen; dann wurden sie indirekt n 
tetanischen Schlagen von je einer viertel Sekunde Dauer 45mal in eine: 
Minute bis zur vollstandigen Ermiidung gereizt. Ohne die Reizung zu 
unterbrechen, wurden sie nach etwa 4 bis 6 Minuten abgehautet, der Gastro 
cnemius praépariert und dann entweder mit eisgekiihlter Trichloressigsaure 
(fiir Phosphorbestimmungen) oder mit */,n Salzsaure (fiir Milchséure- und 
Ammoniakbestimmungen) zerrieben oder schlieBlich in siedende 60° ive 
Kalilauge gebracht (fiir Glykogenbestimmungen). Im Trichloressigséure 
filtrat wurden anorganisches Phosphat (Panorg.), das direkt bestimmbare 
Phosphat (P,), weiterhin die Phosphate nach 7 und 30 Minuten langer 
Hydrolyse in siedender n Salzséiure (P; und P,,), und schlieBlich das 
gesamte séurelésliche Phosphat nach Veraschung (Pyerascht) bestimmt. Die 
Phosphorbestimmungen erfolgten nach der Methodik von Lohmann und 
Jendrassik'. Die Milchséiure wurde im Wolframsaurefiltrat nach Friedemann, 
Cotonio und Shaffer?, das Ammoniak in demselben Filtrat nach Parnas 
und Heller*, das Glykogen nach der von Przylecki* modifizierten Methode 
von Pfliger bestimmt. 

Die Ruhewerte wurden an symmetrischen Muskeln unmittelbar nach 
Tétung des Frosches und Wagung des Gastrocnemius (an der Torsionswaage }) 
ermittelt. Das Gewicht der arbeitenden Muskeln wurde den symmetrischen 
Ruhemuskeln gleich angenommen. Wenn symmetrische Muskeln bei 
verschiedenen Temperaturen gearbeitet hatten, dann wurden die Versuch 
durch Gefrieren der Muskeln mit fliissiger Luft unterbrochen, die Muskeln 
‘zerrieben und gewogen. 

Die Anaerobiose wurde dadurch erzielt, daB nicht abgehautete Frosch 
schenkel benutzt wurden, und tetanische Reize sehr rasch aufeinander folgten. 
In Versuchen mit Muskelbrei gingen wir so vor, daB nach 15 Minuten langem 
Aufbewahren von nicht abgehauteten Froschschenkeln in Wasser von 4 
bzw. 18° die Muskeln der Schenkel (nicht nur die Gastroenemien) schne!! 
prapariert, gewogen und mit Quarzsand und Wasser von 4 bzw. 18° ze1 
rieben wurden. Auf 1g Muskelgewebe kamen etwa 10 ccm Wasser. Nach 
der Inkubation im Wasserbad von 4 bzw. 18° wurde der Muskelbrei entweder 
mit Trichloressigsaure oder mit Wolframsaéure enteiweiBt. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mit der Chinhydronelektrode 
gemessen. 

1 Diese Zeitschr. 178, 419, 1926; Lohmann, ebenda 222, 324, 1930. 

2 J. of biol. Chem. 73, 335, 1927. — #* Diese Zeitschr. 152, 1, 1924. 
4 Parnas, diese Zeitschr. 116, 75, 1921. 
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Experimenteller Teil. 
I. Der chemische Zustand von Muskeln, die bei 4 und bei 18° 
ermidet worden sind, 
A. Milchsaure, Glykogen- und Ammoniakgehalt. 

Die Werte der Tabelle I zeigen, daB die Muskeln, die bei 18° er- 
midet worden sind, mehr Milchséure, weniger Glykogen und mehr 
\{mmoniak enthalten als symmetrische bei 4° ermiidete Muskeln. Die 
Werte, die die Milchsiure und das Glykogen betreffen, bilden eine 
Bestitigung der Befunde von Meyerhof!. Ahnlich wie die Milchséiure 
verhalt sich auch das Ammoniak. Die Anderungen in dem Gehalt der 
Muskeln an diesen Substanzen sind gr6éBer in solehen Muskeln, die eine 
groBere Arbeit geleistet haben, 

d.h. in denen, die bei héherer Tabelle I. 
Temperatur gereizt worden sind. Der Milchsaéure-, Glykogen- und 


In Muskeln. die bei 4° gearbeitet Ammoniakgehalt der F rosch- 
muskeln, welche anaerob bei 4 


aben, sind die Veranderungen =: : 
ha 1, I Veranderung und 18° ermiidet worden sind. 





geringer. 

18 

B. Die Hydrolysekurve der 
Phosphorverbindungen. 


A. Der Milchsauregehalt in mg 
auf 100g Muskel. 
Beim Vergleich von Phos- 93 yy... 115 195 


phorverbindungen in Muskeln, 30. VI... . 115 


208 
‘ . es 9 242 
die bei 4 und 18° ermiidet worden A21 248 


sind (Tabelle IT und Ila), finden . Der Glykogengehalt als Glucose in mg 
ba Ni . ; hall auf 100 g¢ Muskel. 
wir keinen baw. einen innerhalb 9, y | 63h 344 
der Fehlergrenze der Methode 2 y... . . 841 185 
liegenden Unterschied. Beson- 26. V.... . 1430 1145 
. . Bee Mae atens 1020 843 
ders deutlich geht dies aus dem 91" yy 800 703 
Versuche V (Tabelle II) hervor, ,, ne : 
h (T ; C. Der Ammoniakgehalt als Stickstoff 
wo symmetrische Muskeln bei 4 mg auf 100g Muskel. 
und 18° gearbeitet haben, und 19. VL... . 2,53 4,25 
° y P ‘ 9¢ r 992 ~e 
wo keine Unterschiede zwischen = : es tara ee pen 
, ov. “Cec ee ee 2,00 0,De 
dem Verhalten der Phosphor- ¢ yyy | | 288 4.98 
verbindungen in beiden Fallen 
festzustellen sind. Sowohl diejenigen Muskeln, die bei 4°, als auch 
die, welche bei 18° gereizt worden sind, zeigen dieselben Unterschiede 
im Vergleich zu Ruhemuskeln und zwar: 
1. Eine Zunahme von anorganischem Phosphat (Pyorg.)- 
2. Kine Abnahme von direkt bestimmbarem Phosphat (P,), das 
ist die Summe von anorganischem Phosphat und Kreatinphosphor- 
saure, 


1 Pfliigers Arch. 182, 250, 1920. 
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Tabelle II. 
Die sdureléslichen Phosphorverbindungen (in mg P auf 1 
Muskel) der Froschmuskeln (Rana temporaria), welche anae) 
bei 4 und 18° ermiidet worden sind. 





II 
29. III. 

Zahl _ 
der Frische 


‘ 


~‘Temperatur Pwr Mat 
d. arbeitenden Ruhe 9 Ruhe ) Ruhe 180 Ruhe 18° 
Muskels 

Panorg.. . . || 28,5 36,8 69,6 35,0 72,0 22,3 66,0 
ae ; 85.6 84,8; 72,6 94,2) 853) 79,8! 72,8 
Peis. <otcn fee 112,2; 96,5 119,3,106,0 101,0 89,8 
i ... pee 115.8 993 1243 104,0 1045 93,7 
aes 147,0 144,8 145.2 152,0 149,0 130,0 133,0 


Tabelle Ila. 


Die Mittelwerte der Experimente I bis IV von der Tabelle II 





Die Die Die Die 
Die Ruhe- Muskeln, Muskeln, Die Ruhe- Muskeln, Muskeln 
muskeln ermiidet ermiidet muskeln ermiidet ermiidet 

bei 4° bei 18° bei 4° bei 18 

ees 284 | 65,3 | 690 [Ps .. 1157 | 103,0 98,8 
aaa SE 86,1 74,4 79,0 |Prverascht  143,4 150,1 141, 
hi... + 2 97,4 97,9 





3. Eine Zufuhr von schwer hydrolysierbaren Estern, welche aus 


der Differenz (Pyerasent — P39) berechnet wurden. 


Es sind bereits in friiheren Versuchen von Eggleton und Eggleton’ 
Fiske und Subbarow? und Lohmann*® derartige Veranderungen fest- 
gestellt worden; in unseren Versuchen ist die Beobachtung interessant, 
daB diese Verinderungen ahnlich verlaufen in Muskeln, die bei 4 und 
18° ermiidet worden sind. 


Il. Die chemische Zusammensetzung 
des Muskelbreis, welcher bei 4 und bei 18° inkubiert wurde. 
Bei der Untersuchung des chemischen Umsatzes von Muskeln 


1 


die bei 4 und 18° bis zur Ermiidung gereizt worden sind, ergaben sic! 


Fragen, deren Lésung durch Erforschung der chemischen Zusammen- 


1 Biochem. J. 21, 190, 1927. — ? J. of biol. Chem. 81, 629, 1929 
— % Oppenheimers Handb. d. Biochem. Ergiénzungsband 1930. 8. 157. 
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tzung des Muskelbreies méglich schien. Es wurde daher das Verhalten 
er Verbindungen untersucht, die schon in den intakten Muskeln 
.tudiert worden waren. 


A. Milchsaiure und Ammoniakgehalt. 

Zur Aufklérung des chemischen Zustandes von Muskeln, die bei 
verschiedener Temperatur ermiidet worden sind, war es notwendig, nach 
den Faktoren zu suchen, welche das Milchsiuremaximum bestimmen. 
is war nicht ausgeschlossen, daB auch im Muskelbrei ein von der 
Temperatur abhangiges Milchséuremaximum besteht. Eine andere 
Méglichkeit bestand darin, daB das kleinere Milchsiuremaximum von 
bei niedrigen Temperaturen ermiideten Muskeln nur eine Folge der 
bei niederer Temperatur geringeren Reaktionsgeschwindigkeit sei. Es 
war demnach unsere Aufgabe, in den Versuchen mit Muskelbrei nach- 
zuweisen, welche von diesen zwei Méglichkeiten zutrifft. Die Werte 
der Tabelle III zeigen groBe Unterschiede im Milchsauregehalt von 
Muskelbrei, welcher bei 4 und 18° inkubiert worden ist. Selbst nach 
vierstiindiger Inkubation kommt es zu keinem Ausgleich des Milch- 
siuregehalts im bei 4 und 18° inkubierten Muskelbrei. Auf Grund 
dieser Versuche schien es, daB ein bestimmtes charakteristisches Milch- 
siuremaximum fiir jede Temperatur besteht, um so mehr, als auf Grund 
friiherer Versuche von Chrzaszezewski und Mozolowski! ein sehr rasches 
Ansteigen im mit Quarzsand und Uberschu8 von Wasser griindlich zerrie- 
benen Muskelbrei festgestellt war. Die Annahme eines solchen Maximums 
erwies sich jedoch, wie aus der Tabelle IV hervorgeht, als irrig. Selbst 
nach einer Stunde kommt es bei 18° zu keinem Stillstand der Milch- 
siurebildung. Wir miissen deshalb annehmen, daB die Unterschiede 
des bei verschiedenen Temperaturen inkubierten Muskelbreies durch 
eine Verlangsamung des milchsaéurebildenden Prozesses bei niedriger 
Temperatur hervorgerufen sind und nicht durch irgendwelche besondere 
Vorginge, welche fiir diese Temperaturen charakteristisch sind. Die 
qualitative Ahnlichkeit der Prozesse im Muskelbrei bei 4 und 18°, 
die fiir die Milchséurebildung verantwortlich sind, tritt aus den Ver- 
suchen der Tabelle V und VI klar zu Tage: aus der Tabelle V ist zu er- 
sehen, daB die Wasserstoffionenkonzentration im Muskelbrei von 4° 
ebenso wie im Brei von 18° durch den Milchséuregehalt bestimmt wird. 
Tabelle VI zeigt, daB die Abnahme des Glykogens im Muskelbrei bei 
einer Temperatur von 18° gréBer ist als bei 4°, d.h. also unter den 
Bedingungen, bei denen die Milchséurebildung schneller vor sich geht. 

Die Ergebnisse unserer Versuche tiber den Ammoniakgehalt 
(Tabelle VII) geben ein ahnliches Bild wie die Milchséureversuche ; 


1 Diese Zeitschr. 194, 233, 1928. 
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. 


die Temperatur hat einen groBen EinfluB auf den Ammoniakgeh, (|: 
des Muskelbreies; diese Erscheinung wird von uns als eine temperatu 
abhangige Verlangsamung der Ammoniakbildung gewertet. 


Tabelle III. 
Der Milchséiuregehalt im Brei aus symmetrischen Muskel: 
welche bei 4 und 18° inkubiert wurden. 
(Der Milchséiuregehalt in mg auf 100g Muskel.) 





Inkubationsdauer 4° 18° Inkubationsdauer 40 


268 329 


30 Min. 197 350 


1] Std. - -- 935 a 

, 125 a 414 
11/, Std. - - ore 414 
2Std.--- a 979 





Tabelle IV. 
Der Milchsauregehalt (in mg auf 100g Muskel) im Brei aus 
symmetrischen Muskeln, welche bei derselben Temperatu: 
eine und zwei Stunden inkubiert worden sind. 





Inkubationsdauer 
cio —_————| Temperatur |—— 


Inkubationsdauer 
Std. 2 Std. 


Temperatur sewetett ss 
1 Std. 2 Std 
40 180 242 18° 260 513 
4 180 288 18 240 360 
t 204 261 18 410 450 


Tabelle V. 


Der Milchsaéuregehalt und die Wasserstoffionenkonzentration 
im Brei aus symmetrischen Muskeln, welche bei 4 und Is 
l'/, Stunden inkubiert wurden. 





40 18° 





Milchsd&ure 


Milchsaure p 
H in mg-°/; 


in mg-°/5 
85 7,26 
145 6,77 


Tabelle VI. 


Der Glykogengehalt (als Glucose in mg auf 100g Muskel) i1 
Brei aus symmetrischen Muskeln, welche bei 4 und 18° in 
kubiert worden sind. 





Inkubationsdauer 40 18° 


1123 1020 
1160 1030 
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Tabelle VII. 
Ammoniakgehalt (als Stickstoff in mg auf 100g Muskel) 
Brei aus symmetrischen Muskeln, welcher bei 4 und 18° 
inkubiert wurde. 





Inkubationsdauer “ae 18° Inkubationsdauer 4° 


ee 


jf ae 3, 7.3 a 5,0 
30) naa ee 2, 6,0 > 4.0 


ET Sort ele aaa : 5.6 37 


” 


” 


B. Die Hydrolysekurve der Phosphorverbindungen. 

Die Verainderungen, die man in den Phosphorverbindungen des 
Muskelbreies beobachtet (Tabelle VIII und VIIIa), kann man als einen 
allmahlichen Zerfall dieser Verbindungen bis zu einem solchen Zustand 
auffassen, in dem keine Kreatinphosphorsdaure (Py — Panorg.) mehr 
vorhanden ist, und der Gehalt an leicht hydrolysierbaren Estern (P35, — P») 
bedeutend herabgesetzt ist. Derartige Grenzwerte von Phosphor- 
verbindungen sieht man im Versuch V der Tabelle VIII, sowohl im Muskel- 
brei von 4°, als auch in dem von 18°. Bevor die Abbauprozesse zu dieser 
Stufe gelangen, kann man in dem Verhalten der Phosphorverbindungen 
Zwischenstadien beobachten; der Mittelwert aus vier Versuchen 
(Tabelle Villa) zeigt einen zwar geringen, aber reellen Unterschied 
zwischen dem Brei von 4 und 18°. Der Zustand des Breies von 4° kann 
als friihere Etappe aufgefaBt werden, wahrend der Zustand des Breies 
von 18° eine spatere Etappe bildet, die sich dem Grenzwert des 


Abbaues der Phosphorverbindungen im Muskelbrei nahert. — In- 
teressant ist es, daB der Zerfall der Kreatinphosphorsaure und 
der Adenosintriphosphorsiure im Muskelbrei, den man durch Zer- 
reiben von Muskeln mit Quarzsand und einem UberschuB von 
Wasser bekommt, ahnlich wie die Milchséurebildung erst nach 


einigen Stunden einen AbschluB findet. 


Tabelle VIII. 
Die siureléslichen Phosphorverbindungen (in mg P auf 100g 
Muskel) im Brei aus symmetrischen Muskeln, welcher 
2 Stunden bei 4 und 18° inkubiert wurde. 





Nummer: I II lil IV V VI 
Datum: 10. II. 12. IIT. 14. IL. 15. UI. 6. XI. 17. Ill. 
Temp.: 4° | 18° 40 | 18° 49 | 180 49 | 180 49 | 180 4! 189 


Panorg. 76,0 80,7) 76,5, €6,0) 77,5 85,0 77,5 87,4 103,0106,0 75,5 94,5 
Po. . . 90,7 89,5) 86,2 94,8 83,1 93,1 83,0 89,5 103,0106,0 96,8 108,0 
Pr... 90,5 89,3 89,5'100,4' 90,5 97,0) 91,0 96,2 106,0117,0 102,5 111,0 
Pop . . 92,5 92,3 104,0 100.4) 95,9 102.0 100,0 97,0 113,0117,0 104,90 115,0 
128,5 124,0 | 126,0 130,0 | 133,0 133,0 127,0 128,0 162,0 163,0 163,0 163,8 


P 
verascht 
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Tabelle Villa. 
Die Mittelwerte der Experimente I bis IV von der Tabelle VIILi 





Inkubation bei Inkubation bei 


40 189 40 18 
) he | 1 ) ( 
Panorg. ° 17 85 Po piste. tas rae ss 4 
86 92 I verascht 128 


90 96 





Diskussion der Resultate. 


Das Ergebnis der Versuche an Muskeln, die bei Temperaturen 
von 4 und 18° bis zur Ermiidung gereizt worden sind, ist die Einteilung 
der durch die Muskeltatigkeit entstehenden Substanzen in zwei 
Gruppen: erstens in solche, die sich in gréBerer Menge in den Muskeln 


anhaufen, die bei h6herer Temperatur ermiidet worden sind, und zweitens 
in solche, die unabhangig von der Temperatur in vollstandig ermiideten 
Muskeln die gleichen Verinderungen zeigen. Zur ersten Gruppe ge 
héren die Milchsiure und das Ammoniak, zur zweiten die Phospho: 
verbindungen. 

Der gegenwartige Stand unseres Wissens iiber die Reihenfolge der 
chemischen Vorgainge in arbeitenden Muskeln gestattet den Schlub, 
daB die Milchséure unter anaeroben Bedingungen die letzte Etappe de: 
Umsatze im Muskel bildet. Die Menge der angehaéuften Milchséure 
gibt unter diesen Bedingungen Zeugnis von der geleisteten Arbeit. 
Es war jedoch unverstaéndlich, warum bei tieferen Temperaturen das 
Milchsduremaximum niedriger ist. Meyerhof! erklarte dies damit, dab 
die Erregbarkeit des bei niedrigen Temperaturen ermiideten Muskels 
kleiner ist (im Gegensatz zum nicht ermiideten), und daB die Anhaufung 
schon einer kleinen Milchsiuremenge die Erregbarkeit des Muskels 
unterdriicke. Da diese Erklirung uns nicht ganz zu iiberzeugen ver- 
mochte, versuchten wir festzustellen, ob im Zusammenhang mit de1 
Temperatur im Muskel nicht irgendwelche Faktoren bestiinden, welche 
das Milchsiuremaximum erkléren kénnten. Die zu diesem Zwecke 
unternommenen Versuche mit Muskelbrei ergaben jedoch nur, dal dic 
Milchsdurebildung bei tieferer Temperatur langsamer verlauft. Die 
Verlangsamung der Milchséurebildung kann unseres Erachtens dic 
beobachteten Unterschiede erklaren. Es ist némlich méglich, daB dic 
kleinere Geschwindigkeit dieses Prozesses den Wiederaufbau von friiher 
zerfallenen Verbindungen (Phosphorverbindungen) verhindert, und dal 
die Reize auf einen Zustand des Muskels treffen, welcher fiir die Er- 
miidung und Unerregbarkeit charakteristisch ist. Damit stehen die be- 


1 Pfliigers Arch. 182, 252, 1920. 
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kannten Beobachtungen! im Einklang, dab die gréBte Milchsaure- 
nhaufung in solchen Muskeln stattfindet, welche langere Zeit tetanisch 
in Zeitintervallen von 20 bis 30 Sekunden gereizt wurden. 

Etwas anders diirfte die bei verschiedenen Temperaturen ver- 
schiedene Ammoniakbildung aufzufassen sein. Die Tatsache, dal} man 
mehr Ammoniak in den Muskeln findet, die bei héherer Temperatur 
vearbeitet haben, kann so gedeutet werden, daB das bei chemischen Vor- 
gingen im Muskel abgespaltene Ammoniak zur Resynthese seiner Mutter- 
substanz, der Adenyl- bzw. Adenosintriphosphorséure, nicht verwendet 
werden kann, sondern sich im isolierten Muskel als Zeuge der abgelaufenen 
Prozesse anhauft. Die Phosphorverbindungen bilden jene Gruppe von 
Tatigkeitssubstanzen, deren Zerfall zu einem friiheren Zeitpunkt statt- 
findet als die Milchsiurebildung, und welche auch in anaerob arbeitenden 
Muskeln regeneriert werden. Ihr Zustand scheint die Ursache dessen 
zu sein, was wir als ,,Muskelermiidung bezeichnen. Deshalb ist das 
Verhalten dieser Substanzen in Muskeln unabhangig davon, ob sie bei 
4 oder bei 18° bis zur Ermiidung gereizt worden sind, trotzdem die 
Arbeitsleistung bei 18° gréBer war als bei 4°. Der Zustand dieser Ver- 
bindungen im Muskelbrei l4Bt sich mit dem Verhalten in ermiideten 
Muskeln nicht vergleichen. Im Brei geht der Zerfall dieser Verbindungen 
einem Grenzzustand entgegen, bei dem die Kreatinphosphorsaure und 
Adenosintriphosphorsaure vollstandig zerfallen sind. 

Aus der Tabelle LX ist der Zustand der Phosphorverbindungen in 
ruhenden und bis zur Unerregbarkeit ermiideten Muskeln (unabhangig 
von der Temperatur), sowie im Muskelbrei, welcher zwei Stunden bei 
4und 18° inkubiert worden ist, zu ersehen. In der Tabelle sind angendherte 
Zahlen fiir den Gehalt folgender Phosphorverbindungen angegeben: 
anorganisches Phosphat (Panorg.), Kreatinphosphorsdiure (Py — Panory ), 
leicht hydrolysierbare Ester (Ps, — Py) und schwer hydrolysierbare 
Ester (Pycrascht — P39). Im ermiideten Muskel nimmt die Menge des 


Tabelle LX. 


Die angenaherte prozentige Verteilung der Phosphorver- 
bindungen im Muskel. 





et ernekals Ermiidete Muskelbrei Muskelbrei 
: ‘ . Muskeln Inkubation 4° Inkubation 18° 


Berechnet aus: Tab. Ila Tab. Ila Tab. Villa Tab. Villa 
Pancre. 20% 45% 60% 
fore is 4 Fr 
Pyo—I anorg. ass 40) a) 5 
Pso— Po 1 it Raa Nell a0) PAR) 10 


, sae § ¢ OF 
P verascht P30 7 ee 20 30 als 


1 Meyerhof{, Die chemischen Vorginge im Muskel 1930. 
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anorganischen Phosphates und der schwer hydrolysierbaren Este: 
dagegen die Kreatinphosphorsdure sehr stark ab. Im Muskelbrei st; 
die Menge des anorganischen Phosphates bedeutend starker an, wa 
auf Kosten sowohl der leicht hydrolysierbaren als auch der schw: 
hydrolysierbaren Ester geschieht; die Kreatinphosphorsaure erhalt sic| 
durch langere Zeit auf einem niedrigen Niveau; nur in einem Versuc}) 
(Versuch V der Tabelle VIII) laBt sich ein vollstandiger Zerfall de: 
Kreatinphosphorsaure feststellen. 

Wir danken Herrn Prof. Parnas fiir die uns bei dieser Arbeit gewiihirt 
Unterstiitzung. 


Zusammenfassung. 


1. In Muskeln, welche bei 4 und bei 18° bis zur Unerregbarkeit 


anaerob ermitidet worden sind, ist das Verhalten der Phosphorver- 
bindungen ahnlich, dagegen haufen sich Milchsiure und Ammoniak in 
viel starkeremn Mabe bei héherer Temperatur an. — 2. Die Unterschiede 


die man im Milchséiuregehalt von Muskelbrei, welcher bei 4 und Is" 
inkubiert worden ist, findet, sind nicht durch ein verschiedenes Milch- 
siuremaximum, sondern durch eine verschiedene Geschwindigkeit de1 
Milchsaurebildung bedingt. 3. Die Phosphorverbindungen im Muske|- 
brei (von 4 und 18°) nahern sich einem Grenzzustand, in dem di 
Kreatinphosphorsiure und Adenosintriphosphorsaure vollstandig zer- 
fallen sind. 4. Die experimentellen Befunde scheinen die Auffassung 
zu stiitzen, daB der Zustand der Phosphorverbindungen im kausalen 
Zusammenhang mit der Muskelermiidung steht, wahrend die Milchsaure 
und die Ammoniakanhaufung als Ausdruck der geleisteten anaeroben 
Arbeit betrachtet werden kénnen. 





Uber das Vorkommen 
von glucosidisch gebundenen Sterinen im Sojadl. 
Von 
Ernst Jantzen und Werner Gohdes. 
(Mitteilung aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Eingegangen am 1. Mdrz 1934.) 


Es ist bekannt, daB die Sterine in den Olen und Fetten zum Teil 
frei, zam Teil in einer durch Alkali spaltbaren Form, also offenbar als 
Kettsiureester vorkommen. Bei der Verarbeitung von rohem Sojaél 
fanden wir nun als dritte Form die glucosidische und zwar in betracht- 
licher Menge. 

Glucoside von Sterinen wurden bisher noch nicht als Bestandteile 


von Olen gefunden, obwohl sie im Pflanzenreich weit verbreitet sind. 


Sie wurden hauptsachlich von Power und seinen Mitarbeitern, aber 
auch von anderen meist in Heilpflanzen nachgewiesen und .,Phyto- 
steroline** genannt (1). Gewéhnlich wurden sie durch heiBen Alkohol aus 
den Drogen, z. B. der Knolle von Ipomoea purga, ausgezogen und bei 
der Aufarbeitung der Harze abgeschieden. Wahrscheinlich sind die 
vielen beschriebenen, nach der Herkunft benannten ,,Phytosteroline 
nicht alle chemisch verschiedene Verbindungen, sondern verschiedene 
Gemische aus Traubenzuckerglucosiden von wenigen Sterinen. Sicher 
nachgewiesen sind von diesen bisher nur das Sitosterin und das Stigma- 
sterin. Bei weitem am haufigsten scheint das Sitosteryl-d-glucosid zu 
sein, dessen Aufbau zuerst von Power und Salway (1) erkannt und von 
Salway (2) durch die Synthese bewiesen worden ist. 

Wenn man rohes Sojaél, so wie es heute durch Ausziehen von 
trockenen, zerkleinerten Sojabohnen mit Benzin und Verdampfen des 
Benzins gewonnen wird, alkalisch verseift, und nach dem Ausziehen des 
Unverseifbaren die durch Saure abgeschiedenen Fettséiuren in Petrol- 
ither aufnimmt, so bleibt zwischen den beiden Phasen meistens eine 
weiBe, fiockige Zwischenschicht, die hauptsachlich aus Glucosid be- 
steht. Weitere Anteile scheiden sich allmahlich aus der Fettsaure- 
lésung und aus der Lésung des Unverseifbaren in Petrolather aus. 

Viel reichlicher ist das Glucosid in den ,,Sojaphosphatiden™ ent- 
halten, die technisch aus dem Rohél durch Wasser abgeschieden und 
dann getrocknet werden. Diese ,,Sojaphosphatide* enthalten bis zu 
mehreren Prozenten Glucosid und stellen einen in grober Menge ver- 
fiigbaren, ergiebigen Rohstoff fiir die Gewinnung dar. Wir fanden als 
Spaltprodukte unseres Glucosids d-Glucose und Sitosterin. Unter 
Sitosterin verstechen wir dabei das durch mehrmalige Kristallisation 
gereinigte Sterin des Sojadls vom Schmelzpunkt 138 bis 139° (3), mit 
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dem das aus dem Glucosid abgespaltene identisch ist. Unser Glucos 
und sein Tetraacetat stimmen in ihren Eigenschaften iiberein mit dem 
von Salway (2) synthetisch aus dem Sitosterin des Weizenkeimlinys 
und d-Glucose gewonnenen Sitostery!-d-glucosid und dessen Acetat 
Wir lassen die Frage offen, ob das Glucosid als solches in dem ©] vov- 
kommt oder als Bestandteil einer Verbindung, die durch Alkali Hyd: 
lyse erleidet. Die folgende Tabelle gibt die Gehalte der Rohstoffe a: 
Sterin in den drei Formen an. 





°, Sterine 
+, Tees | ee 
frei als Ester | als Glucosid 


,sojaphosphatid® .... . | 1,14; 
Sojarohél . SPs, AO We 
Von Phosphatid befreites Ol 


1,61; 1,63 0,51; 0,65; 0,66 1,1; 2,8 
0,75 0,33 0,20 ~ 0,03 
1; 0,78 0,44; 0,49 0 

Die Zahlen fiir freies und verestertes Sterin sind nach Klosterman: 
und Opitz (4) durch Fallung mit Digitonin bestimmt. Man sieht, da{ 
das glucosidisch gebundene Sterin im Phosphatid vorherrscht, im 
Roh6l nur einen kleinen Anteil des Gesamtsterins darstellt und in dem 
von Phosphatid befreiten (,,.entschlammten‘) 61 fehlt. Die Bestimmung 
des ,,Unverseifbaren“ im Sojaphosphatid, weniger im Sojarohol, 
wird durch das Glucosid unsicher. Beim Stehen der Lésungen des 
,,Unverseifbaren‘‘ in Ather oder Petrolather scheiden sich immer wiede1 
selbst noch nach Tagen betrachtliche Mengen von Sitosterylglucosid 
ab. Je nach dem Zeitpunkt, in dem man diesen Vorgang durch Ab- 
dampfen des Athers und Wagen des Unverseifbaren abbricht, fallt dei 
Wert fiir das Unverseifbare verschieden hoch aus. Im Hinblick auf die 
weite Verbreitung der Sterylglucoside mu man bei der Bestimmung 
von Sterinen in Stoffen der belebten Welt allgemein mit der Anwesenheit 
der Glucoside rechnen. Eine, wie wir glauben, vollstandige Zusammen- 
stellung der Arbeiten tiber das Vorkommen von _ Sterylglucosiden 
bringen wir unten. 

Versuche. 
Gewinnung des Rohglucosids. 

a) aus Sojarohél. 1500 g Sojarohél wurden mit einer Lésung von 
500 g KOH in 5 Liter 80% igem Alkohol unter Wasserzusatz gegen Ende 
der Reaktion verseift. Nach dem Ausziehen des Unverseifbaren mit Ather 
wurde die Seifenl6sung durch Watte filtriert, um kleine Mengen von Ca- und 
Mg-Phosphaten zu entfernen. Aus der blanken Seifenlésung wurden unter 
Schiitteln mit Ather die Fettséuren durch starke Salzsaure in Freiheit gesetzt. 
Nach einigem Stehen hatte sich das Glucosid an der Grenze zwischen beiden 
Phasen feinflockig abgesetzt und konnte nach Abtrennen der klaren Schichten 
durch Filtrieren des Restes gewonnen werden (Fallung 1). Die Fettséuren 
wurden in der atherischen Lésung mit Na,SO, getrocknet und vom Ather 
durch Verdampfen befreit. Aus den Fettséuren schieden sich im Laufe 
von zwei Tagen kleine Mengen des Glucosids ab, die mit Hilfe von Petrol- 
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ier abgetrennt wurden (Fallung 2). Aus dem Na,SO, wurden nach 
ischen mit Ather und Lésen in Wasser weitere kleine Glucosidmengen 
wonnen (Fallung 3). SchlieBlich konnte auch aus dem Unverseifbaren 
durch Aufnehmen in Petrolaither noch Glucosid abgeschieden werden 
Fallung 4). Die vier Fallungen ergaben zusammen 0,15 g¢ Rohglucosid 
0,01 % des Rohdls. 

Im allgemeinen enthalt rohes Sojaél mehr Glucosid als in diesem 
Beispiel gefunden wurde, namlich etwa 0,04 ° >. 

bh) aus Soja-Phosphatiden {Arbeitsvorschrift). Eine Lésung von 20¢ 
K OH in 200 eem Alkohol wird mit 20 g trockenem, handelsiiblichem ,,Soja- 
phosphatid’S (enthaltend 50 bis 70% Phosphatid, berechnet aus dem 
Phosphorgehalt) unter Riihren auf dem Wasserbad zunachst eine halbe 
und nach Zugabe von 200 cem Wasser eine weitere Stunde zum Sieden 
erhitzt. Man verdiinnt mit Wasser auf das Doppelte, filtriert durch Watte, 
iiberschichtet mit Ather und macht unter Schiitteln die Fettséuren durch 
Salzsaure frei. Nach 2stiindigem Stehen trennt man die klaren Schichten 
modglichst ab, filtriert den triiben Rest unter sehr vorsichtigem Saugen 
durch ein gewogenes Glasfilter, wischt nacheinander mit Ather, Alkohol. 
Wasser, Alkohol, Ather und trocknet bei 56° unter Minderdruck bis zu 
gleichbleibendem Gewicht. Nach diesem Verfahren betrug die Ausbeute 
in einem Fall 0,795 g¢ = 4,09) des ,,Sojaphosphatids. In einer Probe 
anderer Herkunft wurden 1,6°,) gefunden. 

Um die Aufbereitung zu erleichtern, versuchten wir noch, das Glucosid 
vor der Verseifung anzureichern. Erstens versuchten wir den QOlanteil 
aus dem rohen ,,Sojaphosphatid’* dadurch zu entfernen, daB wir es mit 
Aceton auszogen. Das Glucosid blieb dabei fast ganz im Phosphatid. 
Zweitens versuchten wir das Glucosid mit Alkohol aus dem Rohphosphatid 
auszuziehen; bei dreimaligem Behandeln mit je der fiinffachen Menge 
Alkohol gingen jedoch insgesamt nur 13°, des Glucosids in die Ausziige. 
Solehe vorherigen Anreicherungen des Glucosids bieten jedoch keine wesent- 
lichen Vorteile, weshalb wir die unmittelbare Verseifung vorziehen. 

Das so gewonnene Sitosterylglucosid ist bereits ziemlich rein. Zur 
weiteren Reinigung fiihrt man es zweckmaBig in sein gut kristallisierendes 
Tetraacetat iiber, aus dem es sich durch Verseifung sehr leicht wieder- 
gewinnen 1laBt. 

Sitosteryl-d-qlucose-tetraacetat. 

Im Schrifttum wird empfohlen, ,,Phytosteroline’ mit siedendem Essig- 
siureanhydrid zu acetylieren. Wir konnten jedoch nach diesem Verfahren 
keine vollstindig acetylierte Verbindung gewinnen. Es erwies sich als not- 
wendig, das Glucosid in Pyridinlésung mit Essigsiureanhydrid umzusetzen. 

Wir kochten eine Lésung von 2g Sitosteryl-d-glucosid in 25 cem 
Pyridin mit 10ccem Essigséureanhydrid 1/, Stunde am RiickfluBkihler, 
verdampften unter Minderdruck zur Trockne, kristallisierten mehrmals 
aus Alkohol um und trockneten unter Minderdruck, 1,6 g¢ (61°, d. Th.) 
farblose schéne Kristalle, Fp. 166,3 bis 167,0° (korr.), synthetisch gewonnen 
166 bis 167° (2). 

4,870 mg Substanz: 12,390 mg CO,, 3,990 mg H,O. 4,486 mg Substanz: 
11,400 mg CO,, 3,690 mg H,O. 

Cy,HgsO- Ber.: C 69,29, H 9,201. 
(744,5) Gef.: C 69,41, 69,34, H 9,17, 9,20. 


1 Den berechneten Werten liegt die neuere Formel fiir Sitosterin 
C,,H,,O zugrunde. A. Windaus, F.v. Werder u. B.Gschaider, Ber. chem. 


Ges. 65, 1006, 1932. 
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Drehung: «}; — 1,08°, 2-dm-Rohr, 0,5859 g in 25 cem Chlorofor: 
[a> ~ 23,0°, synthetisch gewonnen [x], = — 22,9° (2). 

Léislichkeit: Ather, Petrolather, Chloroform, Pyridin kalt: leic! 
Athylalkohol siedend: leicht, kalt: maBig; Eisessig siedend: leic} 

kalt: maBig. 

Acetylbestimmung: Zur Acetylbestimmung wurden etwa 0,07 g Sit 
stervl-d-glucose-tetraacetat in 5 cem heiBem Alkohol gelést und mit 10 cen 
n/10 alkoholischer KOH !/, Stunde hei8 verseift. Nach der Titration 
mit n/10 H,SO, wurde das abgeschiedene Glucosid zur Gegenprobe vo! 
stindig auf ein gewogenes Glasfilter gebracht, gewaschen, getroecknet 


und gewogen. 





Einwaage Verbrauch Acetyl Glucosid Glucosid 


g njl0 KOH 0/4 g 


0,0757 4,162 3 0,0575 


23,7 
0,0755 4,109 23,4 0,0580 
23,1 


Ber. C43 Hes Oyo (744.5) 


Sitoster yl-d-glucosid. 

Eine Lésung des durch Verseifen des Tetraacetats gewonnenen Gluco- 
sids in siedendem Pyridin wird vorsichtig bis zur beginnenden Triibung 
mit Wasser versetzt. Das beim Abkiihlen in feinen verfilzten weiBen Nade!n 
ausgeschiedene Glucosid wird filtriert, mit verdiinntem Pyridin gewaschen 
und bei 100° unter Minderdruck getrocknet. Das Sitostery}-d-glucosid 
bréaunt sich beim Erhitzen im Schmelzpunktréhrchen um 250 bis 260° 
und zersetzt sich unscharf, abhangig von den Versuchsbedingungen, bei 
etwa 290° unter Gasentwicklung. 

3,653 mg Substanz: 9,620 mg CO,, 3.345 mg H,O. 3,121 mg Substanz: 
8,245 mg CO,, 2,895 mg H,O. 

C0,.- Ber.: C Tz,88, H_ 10,49. 
(576,4) Gef.: C 71,82, 72,05, H 10,24, 10,38. 


Hydrolyse des Sitosteryl-d-glucosids. 0,5 
nach der Vorschrift von Power und Salway (5) in einer siedenden Lésung, 
die aus 30 cem Amylalkohol, 10 cem 16 %iger Salzsiure und der zur gegen 
seitigen Anuflésung eben notwendigen Menge Athylalkohol bestand, 2 Stunden 
erhitzt. Nach vorsichtigem Verjagen des Lésungsmittels unter Minderdruck 
bis fast zur Trockne wurden, um Zucker und Sterin zu lésen, Wasser 
und Ather in kleinen Mengen zugesetzt. Das aus der atherischen Schiclit 
gewonnene und zweimal aus Alkohol umkristallisierte Sterin schmolz 
bei 138,4 bis 138,9° (korr.); bei der gleichen Temperatur schmolzen reines 
Sitosterin aus Sojaél und ein Gemisch aus beiden Stoffen. 

Zum Nachweis des anderen Bruchstiickes, des Traubenzuckers, engten 
wir die wasserige Lésung im Exsikkator iiber KOH und H,SOQ, bis fast 
zur Trockne ein. 40mg des Sirups lésten wir in 3 Tropfen Wasser, fiigten 
2 Tropfen asymmetrisches Diphenylhydrazin (6) und Alkohol bis zur eben 
klaren Lésung hinzu. Nach 2stiindigem Erhitzen im zugeschmolzenen 
Reagensglas auf 100° verjagten wir den Alkohol, versetzten den Riickstand 
mit 1 eem Ather und lieBen iiber Nacht stehen. Die gebildeten Kristal! 
zeigten nach Waschen, Trocknen und Umkristallisieren aus Isobuty! 
alkohol den Schmelzpunkt 161,5°; Mischschmelzpunkt mit d-Glucose 
diphenylhydrazon 161,5°; d-Glucose-diphenylhydrazon 162,5° (korr.). 


g reines Glucosid wurden 
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Zusammenfassung. 

Im Sojaél wird das Sitosteryl-d-glucosid aufgefunden. Das Sito- 
sterin kommt demnach im OI nicht nur frei und in Form des Esters, 
sondern auch als Glucosid vor. 

In den aus dem Roh6l technisch gewonnenen ,,Sojaphosphatiden™ 
iiberwiegt das glucosidisch gebundene Sterin die Summe von freiem 


und verestertem Sterin. Im rohen OI ist das Verhaltnis umgekehrt. 


Im fertigen Speiseél fehlt das Glucosid. 
Bei der Bestimmung des Steringehalts von Stoffen der belebten 
Welt muB die glucosidische Form bericksichtigt werden. 
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Athylalkohol und Acetaldehyd in gewissen Arten yon Kakteen. 


Von 
Felix G. Gustafson!. 
(Aus der Botanischen Abteiluag der Universitat Michigan, Ann Arh: 
(Eingegangen am 23. Mdrz 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit (2) ist mitgeteilt, daB Athylalkohol und 
Acetaldehyd in verschiedenen Pflanzen vorkommen: deshalb wur«: 
auch in Verbindung mit weiteren Studien iiber die Atmung (3) di: 
Bildung von Alkohol und Acetaldehyd in Kakteen untersucht. — In 
friiher mitgeteilten Atmungsstudien an Kakteen konnte gezeigt werden 
da CO, auch nach SauerstoffausschluB einige Tage im Uberschus 
gebildet wurde. Tatsachlich bildet Opuntia Engelmanniit bei Sauerstoff- 
abwesenheit mehr CQ, als bei Sauerstoffgegenwart. Diese Tatsache 
1aBt die Untersuchung der Acetaldehyd- und Alkoholbildung in Kakteen 
gerechtfertigt erscheinen. Spohr (5) verdankt man einige Alkohol- 
bestimmungen in Opuntia versicolor; jedoch wurde keine Arbeit iibe: 
den Acetaldehydgehalt von Kakteen veréffentlicht. 

In allen Versuchen wurden Alkohol und Acetaldehyd im frischen 
Material bestimmt, und zwar sowohl in einer Sauerstoffatmosphare, als 
auch zu verschiedenen Zeiten in sauerstoffreier Atmosphare aufbewahrtem 
Material. Die Pflanzen wurden in weithalsige Flaschen gebracht, die 
mit Gummistopfen verschlossen wurden, oder unter Glasglocken, dic 
luftdicht auf Glasplatten gekittet wurden. Einen starken Strom sauer- 
stoffreien Stickstoffs lie} man dann durch die Flaschen oder Glocken 
‘str6men, um die Luft zu verdrangen. Nach einigen Stunden wurde de1 
Stickstoffstrom verlangsamt. 

Die lebenden Kakteen wurden alle von der Carnegie Institution 
Washington’s Desert Laboratorium zu Tucson, Arizona, bezogen.  Da- 
direkt aus Tucson kommende Material war mehrere Tage im Dunkeln 
gewesen und deshalb in abnormer Verfassung. Die erhaltenen Ablege: 
wurden auf ein groBes Brett ausgebreitet, ins Gewiéchshaus gebracht. wo 
der Hauptteil des Sonnenlichtes sie erreichte, und dort einige Tage belassen. 
Um ein zu starkes Austrocknen der Pflanzen zu verhindern, wurde so vie! 
Wasser auf das Brett gebracht, daB zwar die Luft feucht wurde, aber das 
Wasser die Pflanzen nicht erreichte. Wahrend des letzten Sommers wurden 
ungefahr 100 Ableger von Opuntia Engelmannii und 200 von O. versico 
nach Ann Arbor verschifft. Die O. Engelmannii-Ableger wurzelten und 


1 Mitteilung aus der botanischen Abteilung der Universitat Michigan, 
Nr. 462. 
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hiideten ein sehr gutes Material. Gegen Ende der Versuche hatten sich viele 
neue Ableger gebildet, und auf diese Weise war es méglich, die jungen und 
ten Pflanzen dieser Art zu vergleichen. 

Nachdem das Material zur Analyse sortiert worden war mit dem Ziel, 
ungefahr gleichf6rmige und gesunde Ableger zu erhalten, wurde es mit 
einem Hackmesser verkleinert. Die klebrige, gelatinédse Masse wurde in 
einen gewogenen 5-Liter-Pyrex-Rundkolben gebracht, welcher ein zweites 
Mal mit dem Material gewogen wurde. Der Kolben wurde in ein Wasserbad 
eingetaucht und mit einer Destillationsapparatur verbunden. Es wurde 
am absteigenden Kiihler in fiinf hintereinandergeschaltete eis-salzgekiihlte 
CrefaBe im Vakuum destilliert. Die ersten beiden enthielten ungefahr je 
50cem Wasser. Die Flasche 5 enthielt eine bestimmte Menge Kalium- 
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Abb. 1. Versuchsapparatur. 


bisulfitlésung, um auch die letzten Reste Acetaldehyd, die vielleicht aus 
1 und 2 entwichen, aufzunehmen. Die Flaschen 3 und 4 sollten nur die 
Moglichkeit einer Vermischung der Fliissigkeiten aus 2 und 5 verhindern. 

Aus Vorversuchen konnte folgendes geschlossen werden: 1. Aller 
Acetaldehyd (innerhalb der Versuchsfehler) wurde durch die GefaBe 1 und 2 
aufgenommen, wenn diese 50 und mehr cem Wasser enthielten. Dies gilt 
jedoch nicht, wenn die Acetaldehydkonzentration gréBer ist als in diesen 
Kakteen. GefiBe 4 und 5 sind daher entbehrlich. 2. Wenn das Gewebe 
bei méglichst niedriger Temperatur und niedrigem Druck (ungefaihr 40 
bis 45° C und 20 bis 50 mm Hg) der Destillation unterworfen wird, bis es 
praktisch trocken ist, bleibt nur ein zu vernachlassigender Betrag Alkohol 
und Acetaldehyd im Gewebe zuriick. 

In Vorversuchen wurden eine Anzahl fliichtiger Substanzen, deren 
Siedepunkte um 100°C oder darunter lagen, qualitativ gepriift. Diese 
Proben zeigten, daB kein anderer Alkohol als Athylalkohol iiberdestillierte. 
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AuBer Acetaldehyd wird kein anderer Aldehyd noch irgendein Keton 
im Destillat gefunden. Bei alkalischer Hydrolyse entstand jedoc} 
Aceton; dieses ist in Pflanzen in glykosidischer Bindung gefunden, 
Die Substanz, aus der es hervorgeht, wurde in diesen Versuchen jed 
nicht bestimmt. Aus den folgenden Tabellen ist zu ersehen, daB das 
Destillat manchmal sauer war. Die einzige in den Destillaten nachweis- 
bare Saure war Essigsiure. Apfelsiure, die in Kakteen reichlich vor. 
kommt, konnte natiirlich bei 40 bis 50°C nicht tberdestillieren, auch 
wenn der Druck nur 20 bis 50 mm war. 


In einer friiheren Arbeit an Tomatenfriichten wurde die Canna 
Sulzer-Methode (1) der Athylalkoholbestimmung benutzt; aber dir 
Methode erlaubte nicht, den Acetaldehyd im selben Material zu bestimmen 
das zur Alkoholbestimmung dient. Deshalb wurde eine Modifikation aus 
gearbeitet, bei der beide Substanzen in derselben Probe bestimmt wurden 

Die Lésungen aus den Flaschen 1 und 2 wurden vereinigt und das 
Gesamtvolumen gemessen. Der Acetaldehyd wurde nach Ripper (4) be 
stimmt, wobei der Acetaldehyd an Kaliumbisulfit gebunden und durc! 
Jodtitration bestimmt wurde (Naheres siehe im Anhang). 

Um den Athylalkohol zu bestimmen, wurde der Acetaldehyd und Athy 
alkohol mit Schwefelsiure und Kaliumbichromat zu Essigséure oxydiert 
und das verbrauchte Bichromat durch Jodtitration bestimmt (Einzelheiten 
siehe im Anhang). Da durch Bichromat Athylalkohol und Acetaldehyd 
oxydiert werden, war es nétig, die in der Lésung vorhandene Aldehydmenge 
zu kennen, um die Alkoholmenge zu finden. Wenn andere reduzierende 
Substanzen anwesend waren, wurden auch diese oxydiert; es wurde bereits 
gezeigt, daB solehe Substanzen nicht vorhanden waren. 

Diese Methode wiirde nicht fiir Pflanzen anwendbar sein, die 
fliichtige Ester und Ole enthielten. 

Opuntia versicolor. Am 21. Marz wurden ungefahr 200 gesunde Ableger 
aus Tucson erhalten. Wie oben mitgeteilt, wurden sie 4 Tage auf Brettern 
der Sonne ausgesetzt. Am 25. Marz, 9 Uhr vormittags, wurden drei in jede1 
Beziehung ahnliche Portionen ausgelesen, die in der Lange um 10 bis 12 cm 
wechselten. Jede Portion bestand aus 25 Ablegern. Eine wurde sofort 
analysiert, waihrend die anderen in Flaschen gebracht wurden, durch die 
Stickstoff 24 bzw. 48 Stunden lang strémte, und dann analysiert wurden. Am 
spiten Nachmittag des 31. Marz, einem wolkigen Tage, wurden die ver 
bliebenen Ableger sortiert. Sie waren kleiner und nicht so gleichmaBig in 
der Gr6éBe wie die friiheren. Eine Portion wurde sofort analysiert, wahrend 
die andere 65 Stunden lang unter Stickstoff gehalten wurde. Tabelle | 
gibt von allen fiinf Portionen die Analysenresultate an. 





Tabelle I. Opuntia versicolor. 


7 Ne In N 
In Nz In No Frisch n 


Zustand des Materials Frisch a 5 a 
24 Std. 48 Std. 65 Std. 


Benutztes Material ing. . 917 969 939 800 835 
Acetaldehyd in g/kg* . . | 0,0066 0,0133 0,0135 0,0081 0,0132 
Athylalkohol in g/kg. . . | 0,0218 0,168 0,215 0,022 0.0764 


* Die Basis aller Ergebnisse dieser Mitteilung ist das Frischgewicht. 
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Aus der Tabelle I ersieht man, daB der Acetaldehydbetrag wahrend 
ler ersten 24 Stunden ansteigt, aber dann konstant bleibt. AuBerdem ist 
festzustellen, daB sowohl Athylalkohol als auch Acetaldehyd in den frischen 
Ablegern enthalten sind. Der Alkohol steigt 48 Stunden lang an. Anderer- 
seits Ist in dem zweiten Versuch nach 65 Stunden in N, der gesamte Alkohol- 
betrag geringer als er im vorhergehenden nach 24 Stunden in N, war. Hat 
dies seinen Grund in einer Abnahme nach einer anfanglichen Zunahme, 
der sind diese Ableger von den vorhergehenden verschieden? Die beiden 
frischen Portionen enthalten gleichviel Alkohol. In seinen Versuchen fand 
Spohr (5) in O. versicolor 0,066 g Athylalkohol pro kg Frischgewicht in am 
Nachmittag und 0,032 g pro kg in am Morgen gesammeltem Material. Sein 
niedrigerer Wert ist 50°, und sein héherer 200°, gréBer als die oben an- 
gegebenen Zahlen. Des Verfassers Versuche zeigen keinen Unterschied 
zwischen Vor- und Nachmittagsproben, wihrend Spohr einen groBen Unter- 
schied findet. Es mu jedoch bemerkt werden, daB er von Pflanzen spricht, 
die dem Sonnenlicht ausgesetzt waren. In des Verfassers Versuchen werden 
die Ableger am Nachmittag eines wolkigen Tages genommen, und dieser 
Umstand kénnte, gemaB Spéhrs Theorie der Saurezersetzung, den Unter- 
schied begriinden. Spdéhrs Methode, den Alkohol aus dem Material zu 
erhalten, war weit ungenauer, als die des Verfassers, und das kénnte etwas 
mit dem Unterschied in den erhaltenen Werten zu tun haben. Es ist keine 
titrierbare Saure im Destillat. 


Opuntia Engelmannii. Alle O. Engelmannii-Pflanzen wurden letzten 
Sommer aus Tucson erhalten. Sie waren auf groBen Platten im Gewichs- 
haus gewachsen und waren daher etwas frischer als die, die einige Tage 
verschifft waren, ehe sie benutzt wurden. Verschiedene Analysen wurden 
ausgefiihrt, aber nur zwei werden mitgeteilt. Am 13. Mai wurden vier 
Portionen zu je neun Ablegern zur Analyse ausgewahlt. Ejinige von ihnen 
hatten neue Ableger gebildet. aber diese wurden nicht benutzt. Tabelle II 
gibt die Resultate dieser Versuche an. 


Tabelle LI. 


Alte Ableger von Opuntia Engelmannii. 





‘ i In N, In No In No 
Zustand des Materials Frisch a ” 
23 Std. 56 Std. 96 Std. 


Benutztes Material ing .. 2672 2853 2684 2482 


Acetaldehyd in g/kg .... 0,0026 0,0219 0,0248 0,0108 


Athylalkohol in g/kg . . . . 0,0178 0,043 0,0732 0,105 


Am 12. Juni hatten sich an allen Pflanzen Ableger entwickelt. Es 
wurde ein Versuch unternommen, bei dem alte und junge Ableger ver- 
glichen wurden. Die jungen Ableger wurden in Langen von 10 bis 17 em 
geordnet und befanden sich in dem Wachstumsstadium, bei dem die weichen 
Blatter, die die Triebe umgaben, zu welken und abzufallen begannen. 
Jede Portion enthielt 4 alte oder 13 bis 14 Junge Ableger. Tabelle III gibt 
die Analysenresultate. 

12* 
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Tabelle III. 


Vergleich von alten und Jungen Ablegern von Opuntia Eng: 
mannil, 





Alte Ableger Junge Ableger 


Zustand des Materials in No in Ne in No 


shone 2 2 = ‘in No 

frisch | og sta. | es std. | 8°" | osstd. | 65 sta 
Benutztes Material in g. 977 863 1035 680 668 560 
Acetaldehyd in g/kg . . 0,0087  0,0041 0,0054 0,0063 90,0096 0.0090 


Athylalkohol in g/kg . . 0,0096 0,021 0,098 0,046 0,163 0,280 
Saure in cem n/100 NaOH 
a reps 4 4 8 14 11 12 


Tabelle Il zeigt, daB der Acetaldehydbetrag alter Ableger wahrend de: 
ersten 24 Stunden stark zunimmt, wahrend der nachsten 24 Stunden un 
gefihr konstant bleibt, aber abnimmt, wenn die Pflanzen 96 Stunden 
unter N, waren. Es findet eine Alkoholanreicherung statt. Keine Siur 
destilliert tiber. 1 Monat spaéter waren die alten Ableger etwas verschieden., 
wenn sie neue Sch6Blinge gebildet hatten. Die Aldehydmengen im frischen 
Material waren etwas gr6B8er und die Zunahme wiahrend der Luttabwesenheit 
geringer als im vorhergehenden Monat. Im frischen Material war wenige: 
Alkohol, aber nach 68 Stunden Ny, erreichte er eine etwas héhere Kon 
zentration als in der vorhergehenden Probe. Ein wenig Saure destilliert 
beim letzten Versuch iiber. In derselben Richtung bewegen sich die 
Werte bei den jungen Ablegern, nur daB die Betrage gréBer sind, was 
zweifellos durch die gréBere Atmungsaktivitaét hervorgerufen wird. 

Carnegiea Gigantia. Die Resultate sind im wesentlichen dieselben wie 
bei den anderen Pflanzen, auBer daB sowohl der Aldehyd- wie Alkoholbetrag 
kleiner waren. Bei der Carnegiea Gigantia destilliert keine Saure iibe: 
Der Unterschied in der GréBe der benutzten Pflanzen kann die Ergebnisse 
beeinfluBt haben. 

Ferocactus Wislizeni. Das erhaltene Material war etwas welk und nicht 
im besten Zustande. Eine Pflanze wurde benutzt, die in Ann Arbor ein Jahr 
im Gewachshaus gewachsen und stark schwulstig war. Sie wurde zu- 
sammen mit zwei anderen Pflanzen 70 Stunden lang einer N,-Atmosphiire 
ausgesetzt. Die Pflanzen waren 10 bis 13 ¢m im Durchmesser. Tabelle I\ 
gibt die Resultate. 

Tabelle IV. 


Ferocactus Wislizeni und Echinocereus Fendleri. 





Echinocereus Fendleri 


Ferocactus Wislizeni 





Zustand des Materials | ; are No in Nz ; in Ne in N 
frisch frisch 


29 Std. 70 Std. 24 Std. 43 Std 


| Nl 
Benutztes Material in g . 865 | 865 974 790 743 850) 
Acetaldehyd in g/kg . .  0,0042 | 0,0024 0,0034 | 0,0022 0,0022 0,0030) 


Athylalkohol in g/kg . .  0,0314 | 0,0216 0.147 | 0,014 0,0095 0,049 
Saure in cem n/100 NaOH 
prokg....... | 160 | 85 | 110 | 150 | 40 | 40 


Diese Zahlen sagen wegen ihrer UnregelmaBigkeit nicht viel. Sie sind 
angegeben worden, um ein vollstaéndigeres Bild von diesen Ergebnissen 21) 
erhalten. Das frische Material hat eine héhere Aziditat wie gewohnlich. 
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Echinocereus Fendlerit. Die von Tueson erhaltenen Pflanzen waren 
klein und hatten jede nur zwei kleine Knospen. Sie waren in ausgezeichnetem 
Zustande. Wieder sind die Resultate (Tabelle IV) nicht ganz gleichmaBig. 
Der Acetaldehyd ist ungewéhnlich niedrig und nimmt nur wenig zu. Der 
Alkoholgehalt ist etwas niedrig und auBerdem in der 24-Stundenportion 
niedriger als im frischen Material. Wieder ist die Aziditaét ausgepragt. Der 
Ferocactus und Echinocereus haben im frischen Zustande eine hohe Aziditat. 
Die Experimente wurden in der Mitte des Vormittags begonnen, wenn die 
Gesamtaziditat der Pflanzen hoch war, und anscheinend ist dann auch die 
Aziditat der (fliichtigen) Essigsiure héher, als wenn die Pflanzen einige Zeit 
im Licht waren. 

Diskussion. 

Die Versuche zeigen, da Acetaldehyd und Athylalkohol unter 
normalen, aeroben Bedingungen in frischen Pflanzen vorhanden sind. 
Jedoch sind die Konzentrationen sehr klein, der Aldehydgehalt schwankt 
zwischen 0,45 und 6,3 mg pro kg und der Alkoholgehalt zwischen 2,2 
und 46mg pro kg im frischen Material. 


Bei unter LuftausschluB aufbewahrten Kakteen vergréBert sich 
der Acetaldehydbetrag nur unwesentlich, er erreicht gew6hnlich nach 
24 Stunden ein Maximum, aber manchmal setzt sich die Zunahme auch 
linger fort. Die Ergebnisse zeigen, daB der Acetaldehyd kein Endprodukt 
sondern ein intermediares ist. Andererseits hauft sich der Alkohol mit 
der Zeit an. Nur einmal war er nach einer luftfreien Periode kleiner als 
vorher, und in diesem einen Versuch sind auch die wbrigen Resultate, 
die irgendeinen unentdeckten Irrtum enthalten, widersprechend. Im 
yanzen zeigen die Versuche, daB der Athylalkohol ein Stoff ist, der sich 
wahrend der luftfreien Periode anhauft, und deshalb kann er als ein 
Endprodukt der anaeroben Atmung betrachtet werden. 


Wenn der CO,-Betrag, der durch diese Kakteen gebildet wurde, 
wie in einer friiheren Arbeit des Verfassers (3) mitgeteilt wurde, mit 
dem Alkoholwert verglichen wird, der durch die Pflanzenanalyse er- 
halten wurde, so sieht man, daB das Verhaltnis Alkohol: CO, weit 
von | entfernt ist. Nach den neuen Gesichtspunkten tiber die anaerobe 
Atmung werden CQ, und Alkohol nicht gleichzeitig gebildet, sondern 
sie sind Produkte getrennter Reaktionen; CO, wird als Ergebnis der 
Carboxylasewirkung auf Brenztraubenséiure, und Alkohol als ein 
teduktionsprodukt des Acetaldehyds gebildet. Ein Teil des aus der 
Brenztraubensaure gebildeten Acetaldehyds kann mit CO, in irgendeine 
andere Substanz als Athylalkohol verwandelt werden; oder der Alkohol 
wird, wie Wetzel (6) vermutet, in Acetaldehyd und Essigsiure durch 
die Wirkung von Dehydraseenzymen iibergefiihrt. Jedenfalls sammelt 
sich in diesen Experimenten Acetaldehyd weit weniger an als Alkohol. 
Sicherlich wurde Saure in dem Destillat vieler Versuche gefunden. 
Die qualitative Analyse zeigt nur Essigsaure an. Es ist deshalb mdéglich, 
daB etwas Alkohol zu Essigsiure oxydiert wird. Der Sauerstoff fiir 
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diese Oxydation mu von der Reduktion irgendeiner anderen Substan 
in der Pflanze kommen. Wie durch mehrere Autoren, unter anderen 
auch den Verfasser, dargetan wurde, findet in Pflanzen, welche einig 
Zeit sauerstoffrei aufbewahrt werden, eine sehr schnelle CO,-Bildung 
statt, wenn sie unter aerobe Bedingungen gebracht werden. Dies zeigt 
die Gegenwart stark reduzierender Stoffe in Pflanzen an, die einiy: 
Zeit unter anaeroben Bedingungen standen. Was auch immer aus dem 
Alkohol wird, so scheint es doch gerechtfertigt, anzunehmen, daB, wenn 
Kakteen sauerstoffrei aufbewahrt werden, eine Art anaerobe Atmuny 
stattfindet, bei der Acetaldehyd und Athylalkohol gebildet werden 
Dies schlieBt jedoch die Méglichkeit nicht aus, daB ein Teil des CO, 
das Produkt eines anderen Typs einer anaeroben Garung ist als eine: 
alkoholischen. 

Der Verfasser dankt dem National Research Council fiir seine gro{ 
ziugige, finanzielle Unterstiitzung dieser Untersuchung. Auch méchte e1 
Herrn Dr. Forrest Shreve von der Carnegie Institution, der ihn mit Pflanzen 
versorgte, seinen Dank sagen, ebenso Herrn Som Granick fiir seine Arbeit 
bei den Analysen. 

Zusammenfassung. 


1. Athylalkohol und Acetaldehyd wurden in kleinen Mengen in 
frischem Pflanzenmaterial gefunden, dem der Sauerstoff nicht entzogen 
worden war. 

2. In Kakteen, denen der Sauerstoff entzogen war, fand nur ein 
geringfiigige Anhaufung von Acetaldehyd statt, die gew6hnlich innerhalb 
24 Stunden ein Maximum erreichte. 

3. Eine, wenn auch nicht groBe Athylalkoholanreicherung fand 
wahrend der anaeroben Aufbewahrung der Pflanzen statt. 

4. Der alkoholische Typ der anaeroben Atmung tritt bei Kakteen 
zutage, denen der Sauerstoff entzogen worden war. 


Anhang. 
Analytisches Verfahren. 


Acetaldehyd. Die Lésungen aus den GefaBen 1 und 2 werden vereinigt 
und ihr Volumen gemessen. Der Acetaldehyd wird nach Ripper bestimmt 
Zur Bestimmung werden 25cem Lésung in ein 100 ecem-Reagensrohi 
gebracht und ein Uberschu8 (ungefaihrt 10cem) 0,05n KHSO,-Lésung 
zugefiigt. Das Rohr wird verschlossen und | Stunde in der Kalte stehen 
gelassen. Die Lésung wird dann mit n/100 Jodlésung titriert. Gleich 
zeitig wird ein Kontrollversuch mit Wasser gemacht, um den Titerwert 
des KHSO, mit Jod zu bestimmen. 

Alkohol. in einen 100-cem-MeBkolben werden 25 cem Lésung von 
GefaB 1 und 2 und dazu 10 cem ungefihr 0,8 n K,Cr,O, gebracht.  Dazu 
wird schnell (um Aldehydveriuste zu vermeiden) eine kalte Lésung von 
35cem 50° iger Schwefelséiure (Vol.-°,) zugefiigt. Den verschlossenen 
Kolben la8t man bei 85° eine Stunde im Wasserbad, kiihlt ab und fiillt mit 
destilliertem Wasser auf. Davon werden 25cem in einen Erlenmeyer 
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ben pipettiert, 100 cem gekochtes (sauerstofffreies) Wasser, eine Lésung 

1 g NagCO, in 50cem Wasser und von 2g KJ in 50 cem Wasser zu- 

igt. Die Seitenwand des Kolbens wird abgespiilt und etwas Wasser 

die Oberflache geschichtet, um Jodverluste zu vermeiden. Den zu- 
stopften Kolben laBt man 5 bis 6 Minuten im Dunkeln stehen. Dann 
wird mit 300 bis 400 cem ausgekochtem, destilliertem Wasser gekocht. 
\Mit Standardthiosulfat wird die Lésung titriert, bis sie hellgelb ist. Nach 
Zutiigen von Starkelésung wird zu Ende titriert. 

Dies ergibt das gesamte Dichromat, das in den 25 cem nicht zur Oxy- 
dation von Alkohol und Acetaldehyd verbraucht wurde. Die Differenz 
zwischen diesem und einem Kontrollversuch, der dieselbe Menge Dichromat 
enthalt, entspricht dem Betrag, der zur Oxydation von Aldehyd und Alkohol 
verbraucht wird. Daraus kann das fiir die gesamte Lésung verbrauchte 
Dichromat berechnet werden. Um zu _ bestimmen, wieviel davon dem 
Acetaldehyd zuzuschreiben ist, wird der gesamte Aldehvd, der nach Ripper 
erfaBt wird, durch den Faktor 0,022 dividiert. Dies ergibt die Anzahl cem 
n Dichromats, die zur Oxydation des Aldehyds benutzt wurden. Dieser 
Wert wird vom Gesamtdichromat abgezogen und der Rest ergibt die zur 
Oxydation des Alkohols benétigte Menge Dieser Wert wird mit 0.0115 
multipliziert, was den in der Lésung enthaltenen Alkohol ergibt. 
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Zur Frage der chemischen Zusammensetzung 
der Nucleinsiuren maligner Tumoren. 
Von 
K. Stern und R. Willheim. 

(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien. 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Osterreichischen Gesellschaft = 7111 

Erforschung und Bekaémpfung der Krebskrankheit.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1954.) 


Wenn man die heute bereits vorliegende Fiille von chemisch- 
analytischen Untersuchungen des Krebsgewebes auf anorganischem und 
organischem Gebiet tiberblickt, erscheint es sehr verwunderlich, daB gerade 
liber den Aufbau der Kernsubstanz, die zumindest vom morphologischen 
Gesichtspunkt aus als bestimmend fiir das maligne Wachstum anzusehen 
ist (Boveri), nur verhaltnismaéBig wenig gearbeitet wurde. Es gibt 
wenig Probleme der Tumorchemie, die eine so sparliche Literatur auf 
zuweisen haben. Eine Erklarung hierfiir kénnte man in den groben 
Schwierigkeiten sehen, die der prdparativen Darstellung und zum Teil 
auch der analytischen Untersuchung der wichtigsten hierher gehérigen 
Substanzen, der Nucleinsduren, begegnen. 


Dementsprechend verzichten die meisten hier zu nennenden Unter- 
suchungen auf die Reindarstellung der genannten Substanzen. So hat sich 
Saiki (1) darauf beschrankt, den Gehalt von Tumoren an Purinbasen zu 
bestimmen. Er fand hierbei Adenin und Hypoxanthin in wagbaren Mengen, 
hingegen Guanin und Xanthin nur in Spuren, woraus er Schliisse auf den 
Fermentgehalt der Tumoren zog. Eine Arbeit mit ahnlicher Fragestellung 
liegt von Wells (2) vor, der den Purinstickstoff quantitativ bestimmte und 
konstatierte, da diese Fraktion in malignen Tumoren einen geringerc 
' Prozentsatz des Gesamtstickstoffs bildet als in normalen Organen (Niere, 
Leber). Nach den Analysen des genannten Autors iibersteigt der Guan) 
gehalt meist ein wenig den Adeningehalt, der sonstige Puringehalt erinnert 
an die Verhaltnisse in normalen Geweben. Nur eine lose Beziehung zur 
Nucleinséurechemie besitzen Arbeiten, die sich mit der Verteilung der q 
bundenen Phosphorsdure zwischen Lipoiden und Nucleinséuren bzw. Nucleo 
proteiden beschaftigen. Ubereinstimmend fanden Wolter (3), Enselnv 
und Enselme (4) sowie Roffo und Piloneu (5), daB der Nucleinphosphor 
im malignen Gewebe vermehrt, hingegen der Lipoidphosphor vermindert 
ist. Die letztgenannten Autoren driickten dieses Verhaltnis in einem Quo 
tienten aus, der fiir Leber einen Wert von 12,9, fiir Milz 23, fiir Sarkom 70 
und fiir Carcinom 152 ergab. Eine Erklarung hierfiir sehen die Autoren 
im Kernreichtum des malignen Gewebes. 


Eine exakte chemische Inangriffnahme des Problems versuchte dei 
eine von uns im Jahre 1925 (6). Es wurden damals aus machtigen 
Lebermetastasen nach der Methode von Levene und Jacobs (7) die Nuclei 
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juren dargestellt. Diese Methode besteht darin, daB, wie in den meisten 

Verfahren, die Nucleinséuren durch Natronlauge aus ihrer Eiweib- 
bindung herausgelést werden. Nach Fallung des Eiweibes mittels 
Pikrinsiure wird durch neutrales Bleiacetat die Hauptfraktion der 
Nucleinsduren (1) niedergeschlagen, wahrend im Filtrat die Guanyl- 
iurefraktion (11) erst durch Zusatz von Ammoniak zur Abscheidung 
cebracht wird. Die Weiterbehandlung der Bleifallungen bestand in 
ihrer Zerlegung mit H,S und Ausfallung der gesuchten Substanzen 
ius dem eingeengten Filtrat durch Alkohol. Auf solche Art wurden drei 
Tumoren auf Nucleinséuren verarbeitet und hierbei in ihrer Zusammen- 
wtzung weitgehende Abweichungen von der Norm festgestellt. Diese bezogen 
sich vor allem auf den Stickstoffgehalt, der in den Krebsnucleinsduren 
ganz bedeutend niedriger als in den Nucleinséuren normaler Organe 
ermitteit wurde. Diese Anomalie driickt sich besonders im Verhdltnis 
P:N aus, das in der Norm gewichtsmapig 1: 1,76 betragt, wahrend es 
nach den genannten Untersuchungen im Krebsgewebe nur Werte von 
1: 1,09 bis 1:1,16 erreicht. Besonders deutlich tritt die Abweichung 
bei Beriicksichtigung der molekularen Verhdltnisse zutage: wahrend 
in der Norm bekanntlich auf 4 P 15 N kommen, sind bei den unter- 
suchten Krebsnucleinsduren auf 4 P nur 10 N zu beziehen. Weiterhin 
fiel die Tatsache auf, daB Pyrimidinbasen im Hydrolysat der Nuclein- 
siurefraktion I nicht gefunden werden konnten, hingegen Thymin im 
Hydrolysat der Nucleinsdurefraktion II nachweisbar war, somit die 
letztere nicht mit der normalen Guanylsdure identisch sein konnte. SchlicB- 
lich konnte regelmaBig im Hydrolysat ein phenolartiger, die Millonsche 
Reaktion gebender Kérper nachgewiesen werden. 

Es erschien wichtig, an diese interessanten Ergebnisse anzukniipfen 
und an einem gr6éBeren Material weitere Untersuchungen hieriiber 
anzustellen, dies um so mehr, als wahrend der folgenden Jahre die 
praparative Technik der Nucleinsiurechemie nennenswerte Fortschritte 
gemacht hatte. deren Anwendung auf das so wichtige und ungeklarte 
Tumorproblem dringend geboten schien. In dieser Absicht wandten 
wir die Methode Levenes an, die er in seiner Monographie tiber die 
Nucleinsauren aus dem Jahre 1931 (8) niedergelegt hat. Sie bestelit 
im wesentlichen wiederum in der Ausldsung der Nucleinsduren durch 
Lauge, Fallung der Proteine durch kolloidales Eisen, Abscheidung der 
Nucleinséuren durch Alkohol und Reinigung derselben durch Lésen in 
Lauge und Umfallen mit Saure. Bei dieser Darstellung wird also auf 
eine Trennung der beiden oben besprochenen Nucleinsdurefraktionen 
nicht eingegangen. Auf diese Weise untersuchten wir fiinf verschiedenc 
Tumoren: 1. ein Bronchuscarcinom; 2. ein primares Lebercarcinom; 
3. Netzmetastasen eines Ca. recti; 4. Lebermetastasen eines Ca. ven- 


triculi; 5. Lymphdriisenmetastasen eines Ca. coli. 
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Als Kontrollen dienten Thymonucleinsduren, die nach dem gleich: 
Verfahren aus einem Kalbsthymus und einer menschlichen Leber dai 
gestellt wurden. 

Ks ergaben sich auch mit dieser Methode, die nach den Angaber 
des Autors auch bei einem geringen Ausgangsmaterial einwandfrei: 
und verhaltnismaBig reichliche Ausbeute gewahrleistet, Produkte, di: 
im Stickstoffgehalt ganz betrdchtlich sowohl hinter dem theoretischen Wert 
als auch hinter den Ergebnissen, die wir an den zur Kontrolle da: 
gestellten normalen Nucleinsduren erhielten, zuriickblieben. In dies 


Hinsicht besteht also eine vollkommene Ubereinstimmung mit den obec) 


zitierten Befunden. Was nun die Verteilung des Stickstoffs auf Purin- und 
Pyrimidinbasen anlangt, so sind die in dieser Arbeit gewonnenen Resu! 
tate von vornherein nicht mit den oben angefiihrten Ergebnissen des einen 
von uns vergleichbar, da hier eine Trennung der Nucleinsduren in zwei 
Unterfraktionen nicht vorgenommen wurde. Das Fehlen der Pyrimidin- 
basen, das in der friiheren Arbeit in der einen Fraktion auffiel, mut 
naturgema®B nicht auch in der Gesamtnucleinsaure nachweisbar sein. 
AuBerdem ist zuzugeben, daB nach dem gegenwartigen Stand de: 
analytischen Nucleinsiurechemie die dort angewendete Methode zum 
Nachweis der Pyrimidinbasen (Ausfallung des Cytosins mit Natriumpikrat, 
Auskristallisation von Thymin und Uracil aus neutraler eingeengte: 
Lécung) im Falle eines negativen Resultates keine absolute Beweiskrajt 
besitzt. Endlich haben wir in dieser Arbeit die Charakterisierung des 
Kohlenhydrats der Nucleinsiuren durch einige neuere Farbenreaktionen 
versucht und konnten ebensowenig wie in der ersten Arbeit zu irgend- 
wie von der Norm abweichenden Resultaten gelangen. 


Experimenteller Teil. 
I. Darstellung der Nucleinsduren. 

Alle untersuchten Priparate wurden wie folgt dargestellt. Die Tumoren 
bzw. die normalen Kontrollorgane wurden nach Befreiung vom Binde 
gewebe durch die Fleischmaschine getrieben und auf je 250 g Frischsubstanz 
300 cem einer 5°% igen NaCl-Lésung zugesetzt. Dieser Brei wurde nach 
Zusatz weniger Kubikzentimeter verdiinnter Essigséure in einer Porzellan- 
schale 5 Minuten im Sieden erhalten, hierauf wurden bei kleiner Flamme 
fiir je 250 g Organmenge je 15g Natriumacetat und unter standigem Um 
riihren je 15 g Natriumhydroxyd in rotulis zugesetzt und so lange gekocht, 
bis woméglich der ganze Brei in eine homogene Fliissigkeit umgewandelt 
war. Nach Neutralisierung der Lésung mit Eisessig erfolgte die Eiweil 
fallung durch Zusatz von je 20 cem einer 5 %igen Lésung von kolloidalem 
Eisenhydroxyd auf je 250g Organ. Dann wurde die zur Neutralisation 
verwendete Eisessigmenge fiir je 250g Organ auf 60 ccm ergainzt. Vom 
entstandenen Niederschlag wurde hei durch ein Faltenfilter filtriert 
und das Filtrat mit dem doppelten Volumen 95 °%%igen Alkohols versetzt. 
Die Fallung wurde mindestens 12 Stunden absitzen gelassen, hierauf durch: 
Dekantieren und Zentrifugieren von der iiberstehenden Fliissigkeit ge- 
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nnt und in méglichst wenig NaOH gelést. Sodann wurde vom aus- 
fallenen Fe (OH), filtriert und aus der klaren, leicht gelblichen Lésung 

- Natriumsalzes die Nucleinsiure durch 10°%ige HC! gefallt. Der rein 
weike Niederschlag wurde abzentrifugiert und mit Alkohol bis zur Saure- 
freiheit gewaschen, mit Alkohol und Ather getrocknet, wodurch aus der 
yspriinglich oft fadenziehenden Masse eine leicht gelbliche pulverisierbare 
Substanz resultierte. Diese wurde schlieBlich im Vakuum bei 110° getrocknet. 
Auf diese Weise erhielten wir bei Verarbeitung von 1000 bis 1700 g Tumoren 
Nucleinsauremengen von | bis 2g. Die erhaltenen Praparate erwiesen 
sich sémtlich als biuretnegativ, auch mit der empfindlicheren Methode von 
Coghill (9). Eine weitere Kontrolle der Analysenreinheit bilden die unten 
angefiihrten Aschenbestimmungen, die bei einigen Praparaten auch an- 
nihernd den theoretischen Wert lieferten, bei anderen jedoch dadurch 
gestért waren, daB die Nucleinséiuren bei ihrer Fallung aus der alkalischen 
Losung aus nicht néher bekannten Griinden wesentliche Eisenmengen 
mitgerissen hatten. Fiir die im Vordergrunde dieser Arbeit stehende Be- 
ziehung zwischen P und N ist diese Verunreinigung naturgemaB belanglos. 


II. Bestimmung des Stickstoffs. 
Sie erfolgte nach dem Mikro-Kjeldahl-Verfahren. 
Nucleinsaéure aus Tumor Nr. 1. 25,5 mg Substanz, 13,12 cem n/100 HCI, 
1.837 mg N = 7,82. 23,7 mg Substanz, 12,92 eem n/100 HCl, 1,809 mg N 
7,63 %. 
Nucleinséiure aus Tumor Nr. 2. 26,2 mg Substanz, 21,04 cem n/100 HCI, 
2.946mg N 11,25. 24,4mg Substanz, 20,00 cem n/100 HCl, 2,800mg N 
11,47 %. 
Nucleinsaure aus Tumor Nr. 3. 27,8 mg Substanz, 19,00 ceem n/100 HCI, 
2,660 mg N = 9,57%. 20,7 mg Substanz, 14,52 cem n/100 HCI, 2,033 mg N 
9,82 %. 
Nucleinséure aus Tumor Nr. 4. 17,6 mg Substanz, 11,43 ecem n/100 HCl, 
1,600 mg N 9,109). 27,5 mg Substanz, 18,20 cem n/100 HCl, 2,458 mg N 
9,27 %. 
Nucleinsaéure aus Tumor Nr. 5. 36,7 mg Substanz, 30,90 cem n/100 HC], 
4,326 mg N = 11,78. 30,0 mg Substanz, 24,81 cem n/100 HCl, 3,437 mg N 
11,58 %. 
Nucleinséure aus Kalbsthymus. 37,7 mg Substanz, 39,20cemn/100 HCl, 
5,489 mg N = 14,56%. 21,7 mg Substanz, 22,64 cem n/100 HCl, 3,170 mg N 
14,61 %. 
Nucleinséure aus menschlicher Leber. 22,8 mg Substanz, 21,68 cem 
n/100 HCl, 3,240 mg N 14,21. 21,3 mg Substanz, 21,00 cem n/100 HCl, 
2,940 mg N = 13,81 %. 


III. Bestimmung des Phosphors. 


Der Phosphor wurde nach der titrimetrischen Methode von Neu- 
mann (10) ermittelt, welche sich nach unseren Erfahrungen fiir Nuclein- 
siuren auch sehr gut als Halbmikromethode — bei Einwagen yon 50 bis 
100 mg — anwenden laBt. Nach der Veraschung mit Newmannschem Ge- 
misch und Vertreibung der Nitrosylschwefelsiure wurde in den vorgeschrie- 
benen Mengenverhaltnissen 50%ige NH,NO,-Lésung zugesetzt und bei 
80° die Phosphatfallung mit 10° iger (NH,),Mo0O,-Lésung vorgenommen. 
Der entstandene Niederschlag wurde nach halbstiindigem Stehen mit 
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Eiswasser bis zur Saurefreiheit gewaschen, in gemessener Menge n/2 NaQH 
gelést, der NH, ausgetrieben und gegen Phenolphthalein mit n/2 H,S© 


zuricktitriert. 
Nucleinsaéure aus Tumor Nr. 1. 50,0 mg Substanz, 7,2 eem n/2 NaQOu. 
3,99 mg P 7,98%. 86,7 mg Substanz, 12,8 cem n/2 NaOH, 7,09 meg P 
8,17%. 
Nucleinséure aus Tumor Nr. 2. 68,7 mg Substanz, 11,7 cem n/2 NaOu, 
6,48 mg P 9,43%. 109,7 mg Substanz, 19,3 cem n/2 NaOH, 10,69 mg P 
9,74 %. 
Nucleinséure aus Tumor Nr. 3. 35,0 mg Substanz, 4,3 cem n/2 NaOH, 
2,38 mg P 6,80%. 59,2mg Substanz, 6,8 cem n/2 NaOH, 3,77 mg P 
6,36 %. 
Nucleinsaéure aus Tumor Nr. 4. 67,9 mg Substanz, 11,8 cem n/2 NaOu, 
6,53 mg P 9,62°,. 53,6mg Substanz, 10,4 ecem n/2 NaOH, 5,76 mg P 
9,60 %. 
Nucleinséure aus Tumor Nr. 5. 75,9 mg Substanz, 13,9 cem n/2 NaOH, 
7,70mg P = 9,91%. 89,9mg Substanz, 16,5 cem n/2 NaOH, 9,13 mg P 
10,17 %. 
Nucleinsiure aus Kalbsthymus. 89,1 mg Substanz, 15,5 cemn/2 NaOH, 
8,58 mg P = 9,639. 85,5 mg Substanz, 15,3 ccm n/2 NaOH, 8,47 mg P 
9,91 %. 
Nucleinséure aus menschlicher Leber. 62,8 mg Substanz, 9,35 ccm 
n/2 NaOH, 5,18 mg P = 8,24°,. 66,6 mg Substanz, 10,14 ecm n/2 NaOH, 
5,61 mg P 8,43 %. 
IV. Aschenbestimmung. 


Zur Veraschung wurden aus unten zu erérternden Griinden nicht die 
freien Nucleinséiuren, sondern deren Natriumsalze verwendet. Diese wurden 
in der Weise dargestellt, daB die Nucleinséuren aus ihrer Lésung in ver 
diinnter NaOH mit Alkohol gefallt, bis zur Laugenfreiheit gewaschen 
und nach Behandlung mit Ather im Vakuumexsikkator bis zur Gewicht: 
konstanz getrocknet wurden. Eine eingewogene Menge des Natriumsalzes 
— 15 bis 40 mg wurde im Porzellantiegel gegliiht und die Asche, die mit 
Ausnahme der eisenhaltigen Praparate rein wei war, nach Trocknung 
im Vakuumexsikkator ausgewogen. Da bei dieser Veraschung der Riick 
stand aus NaPO, besteht, laBt sich aus der Differenz zwischen gefundenem 
und berechnetem Wert auf die Menge der anorganischen Beimengungen 
schlieBen. 

Natriumnucleinat aus Tumor Nr. 1. 30,8 mg Substanz, gef. Asche 
10,5 mg, ber. Asche: 8,2 mg, Differenz: 2,3 mg 7,47% der Einwage 
NH,CNS-Reaktion: + + 

Natriumnucleinat aus Tumor Nr.2. 28,1 mg Substanz, gef. Asche 
9,9mg, ber. Asche: 8,9 mg, Differenz: 1,0mg = 3,56% der Einwage 
NH,CNS-Reaktion: —. 

Natriumnucleinat aus Tumor Nr. 3. 39,0mg Substanz, gef. Asche 
12,3 mg, ber. Asche: 8,2 mg, Differenz: 4,1 mg = 10,52% der Einwage. 
NH,CNS-Reaktion: ++. 

Natriumnucleinat aus Tumor Nr. 4. 20,5 mg Substanz, gef. Asche: 
7,1 mg, ber. Asche: 4,8 mg, Differenz: 2,3 mg = 11,22% der Einwage 
NH,CNS-Reaktion: +++. 

Natriumnucleinat aus Tumor Nr. 5. 27,3 mg Substanz, gef. Asche 
9,5 mg, ber. Asche: 8,9 mg, Differenz: 0,6 mg = 2,20, der Einwage. 
NH,CNS-Reaktion: —. 
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Natriumnucleinat aus Kalbsthymus. 35,7 mg Substanz, gef. Asche: 
mg, ber. Asche: 11,3 mg, Differenz: . NH,CNS-Reaktion: 


V. Bestimmung des Purinbasenstickstoffs. 

Der Purinbasen-N wurde nach der Methode von Ariiger und Wulff (11) 
in der Weise bestimmt, da 0,2 bis 0,3 g¢ der Nucleinsiuren mit 25 cem 
2! , %iger H,SO, 4 Stunden in einem Erlenmeyer-Kolben unter RiickfluB- 
kiihlung hydrolysiert wurden; nach Abkiihlung wurde mit NaOH schwach 
alkaliseh, mit Essigsaure schwach sauer gemacht und in der Siedehitze 
l0cem 30% ige NaHS O,-Lésung zugesetzt. Hierauf wurden durch Zusatz 
von 10 cem 10 %iger CuS O,-Lésung die Purinbasen ausgefallt und nochmals 
zum Sieden erhitzt. Nach mehrstiindigem Absitzen wurde der Niederschlag 
abzentrifugiert, gewaschen und darin die N-Bestimmung nach A jeldahl 
vorgenommen. 

Nucleinsiure aus Tumor Nr. 1. 0,3261 ¢ Substanz, 103,50 cem n/100 
HCl, 14,49mg N = 4,44%. Purin-N 57,5 des Gesamt-N. 

Nucleinsiure aus Tumor Nr. 2. 0,2652 g Substanz, 118,00 cem n/100 
HCl, 16,52 mg N 6,23%, Purin-N 54,3°, des Gesamt-N. 

Nucleinsiure aus Tumor Nr. 5. 0,2043 g¢ Substanz, 104,70 eem n/100 
HCl, 14,66mg N = 7,18%. Purin-N 61,4°% des Gesamt-N. 

Nucleinséure aus Kalbsthymus. 0,3054 ¢ Substanz, 195,25 cem 
n/lOOHCI, 27,43 me N = 8,95%. Purin-N 61,1°, des Gesamt-N. 


VI. Kohlenhydratreaktionen. 


Diese fielen simtlich bei den aus Tumoren und den aus normalen Kon- 
trollorganen hergestellten Praparaten gleichsinnig aus. 

1. Reaktion nach Molisch: positiv. 

2. Nuclealreaktion nach Feulgen (12): positiv. 

3. Diphenylaminreaktion nach Dische (13): positiv (nach 2stiindigem 
Kochen mit 2% iger H,SO,: negativ). 

. Carbazolreaktion nach Dische (13): positiv (nach 2stiindigem 
Kochen mit 2 %iger H,SO,: positiv). 
Reaktion nach Kiliani (14): negativ. 





y > : . 
N ; I “ Purin-N 
aschenfrei aschenfrei ‘ in 9), 
berechnet berechnet ‘ des 
0/5 Gesamt-N 


Bronchusearecinom . . . . 3 8,69 1: 0,96 
Primares Leberearcinom . 9,93 1:1,19 
Netzmetastasen eines (a. 

On Ee i oe ee 1: 1,47 
Lebermetastasen eines Ca. 

| ae ), 10,69 1: 0,96 
Lymphdriisenmetastasen 

eines Ca. coli. .... ; 10.26 :1,14 
Kalbsthymus ..... 5 9,77 : 1,49 
Menschliche Leber. . . . " 8,34 : 1,68 


Krebsnucleinsiure* . . , | 7 8,72 : 1,16 
Krebsnucleinsaure* .. . ) 8,84 : 1,09 


* Nach friiheren Untersuchungen des einen von uns (6). 
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Diskussion. 

Wie aus der vorstehenden zusammenfassenden Tabelle hervo 
geht, sind also die aus Krebsgeschwiilsten dargestellten Nucleinsdiur:) 
stickstoffarmer als die aus normalen Organen gewonnenen Thymo 
nucleinsduren. Freilich kénnen diese Ziffern als absolute GréBen nu 
den Fallen Nr. 2 und 5 gewertet werden, weil, wie aus den Aschen 
analysen hervorgeht, nur in diesen Praparaten keine fremden B+’ 
mengungen nachweisbar sind, wahrend in den anderen Fallen derartigy 
Beimengungen in gr6Berem AusmaB vorhanden sind; es handelt sic! 
wohl hauptsachlich um Fisen, das bei der oben angegebenen Darstellung 
die ja kolloidales Eisen zur EnteiweiBung verwendet, mitgefallt wurd: 
Immerhin scheinen die so gut miteinander tibereinstimmenden Wert, 
von 11,76 und 11,94°%, in den genannten Fallen dafiir zu sprechen, da\i 
hier mehr als ein Zufallsprodukt vorliegt. Wie schon oben erwahnt 
legen wir Jedoch den Hauptwert nicht auf diese absolute GréBen, sondern 
vor allem auf die Relation P/N, die ja auch durch die Eisenbeimengungen 
in den Fallen 1, 3 und 4 nicht beeinfluBt werden kann. Das Verhaltnis 
PN betragt in normalen Thymonucleinsduren 1: 1,76, und wir haben 
auch mit der von uns verwendeten Methodik selbst Nuclein- 
siuren aus Thymus (Nr. 6) und aus menschlicher Leber (Nr. 7) dar- 
gestellt, um daselbst den in Rede stehenden Quotienten zu ermitteln 
Wie aus der Tabelle ersichtlich, weicht er von den in der Literatur 
angegebenen Werten so unwesentlich ab, daB die Abweichung, die wir 
fiir die Tumornucleinsduren erhielten, als weit auferhalb der Fehlergrenz 
der Methodik gelegen angesehen werden muB. Die Tabelle lehrt, dai 
wir in zwei Fallen einen Quotienten von etwa ]: 1], in zwei weiteren einen 
solchen von etwa J : 1,2 fanden. Nachdem in den friiheren Untersuchungen 
des einen von uns ebenfalls ein Quotient von 1: 1,2 ermittelt wurde, 


erscheint es nicht ganz ausgeschlossen, daB diese Werte in einer Beziehuny 


zu einer bestimmten von der Norm abweichenden Konstitution der Tumor- 
nucleinsaéuren stehen. Freilich erlaubt das sparliche vorliegende Materia! 
nur Vermutungen auszusprechen, besonders da auch unter unseren 
fiinf Fallen eine Nucleinsaéure zu finden ist (Nr. 3), deren Quotient P N 
von der Norm nicht wesentlich abweicht; leider fehlt gerade in diesem 
Falle die histologische Kontrolle. 

Was die Genese dieses sonderbaren Stickstoffdefizits anlangt, so 
liegt es nahe, an gesteigerte fermentative Tdtigkeit im malignen Gewelx 
zu denken. In dieser Hinsicht ist zunachst eine Desaminierung dei 
Nucleinsauren in Betracht zu ziehen; hier sei daran erinnert, daB nach 
Warburg und Mitarbeitern (15) die Ammoniakabspaltung im malignen 
Gewebe einen besonders hohen Grad erreicht. Freilich lehrt eine quan- 
titative Uberlegung die Unzulanglichkeit dieser Annahme. Denn von 
den 15 N-Atomen des Nucleinséuremolekiils kommen nur drei — je 
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1es in den Purinbasen und eines im Cytosin — als Amino- bzw. Imino- 

ippe vor, wahrend unsere Analysen ein Defizit von mindestens fiinf 
\-Atomen ergeben. Wir sind also genétigt, auch eine zweite Méglich- 
keit, naémlich die fermentative Abspaltung von ganzen N-haltigen Bau- 
inen, also von Purin- bzw. Pyrimidinbasen, in Erwagung zu ziehen. 
Nun geht aber aus den Hydrolysenversuchen hervor, daB in der Ver- 
teilung des N zwischen Purin- und Pyrimidinbasen kein Unterschied 
vegeniber der Norm besteht. Auf Grund dieses Befundes miBte man 
in diesem Falle eine annahernd gleichmaBbige Abspaltung der beiden 
Basenkomplexe annehmen. Eine solche Annahme scheint in Beriick- 
sichtigung der gegenwartig von Levene (8) vertretenen Strukturformel 
der Nucleinsauren méglich. Levene ist namlich der Ansicht, daB die 
Anordnung der einzelnen Nucleotide derartig ist, daB Purin- und Pyri- 
midinnucleotide miteinander alternieren, so daB an der Peripherie des 
Molekiils sich je eine Purin- und eine Pyrimidinbase befinden. Nun 
haben schon Kossel und Neumann (16) eine besonders leichte Ab- 


spaltbarkeit der randstandigen Basen anlaBlich ihrer Studien tiber die 


Thyminsaure zeigen kénnen. Unter Zugrundelegung der Leveneschen 
Formel wiirde bei einer derartig lokalisierten Abspaltung begreiflicher- 
weise das Verhaltnis zwischen Purin- und Pyrimidinbasen nicht ge- 
andert werden. 

Sicherlich diirfte es noch betrachtlichen Schwierigkeiten begegnen, 
die Ursache des Stickstoffdefizits im Aufbau der Tumornucleinsduren 
einwandfrei zu klaren und festzustellen, wieweit im Sinne der obigen 
Ausfiihrungen daran eine Desaminierung bzw. eine Abspaltung von 
N-basen beteiligt ist. AuBer dieser fermentativen Genese ware schlieBlich 
auch noch die weniger wahrscheinliche Méglichkeit einer a priori be- 
stehenden konstitutiven Anomalie der Krebsnucleinséure in Erwagung 
zu ziehen. 

Zu den in der Tabelle angefiihrten Aschenanalysen ist zu sagen, daB 
sie vorwiegend aus dem Grunde durchgefiihrt wurden, um eine quanti- 
tative Orientierung tiber das etwaige Vorhandensein von substanzfremden 
Beimengungen zu gewinnen. Dabei wurde von der Uberlegung ausgegangen, 
daB dureh einfaches Gliihen nur aus einem nucleinsauren Salz, z. B. dem 
Natriumnucleinat, ein konstanter Aschengehalt zu erhalten ist, der als 
NaPO, gewonnen und berechnet werden kann, wahrend die Veraschung 
von freien Nucleinsduren uniibersichtliche Verhaltnisse liefert, indem die 
beiden Oxyde des P und deren Abkémmlinge entstehen. Wir haben nun 
von der nach Veraschung des nucleinsauren Natriums experimentell er- 
mittelten Aschenmenge die aus dem P-Gehalt der betreffenden Nuclein- 
siure als Na PO, errechnete Aschenmenge subtrahiert und so einen Anhalts- 
punkt fiir das Vorhandensein von fremden Aschenbeimengungen gewonnen. 
Die Ungenauigkeit, die dadurch gegeben ist, daB der der Berechnung 
zugrundeliegende P-Wert nicht in dem Salz, sondern in der freien Nuclein- 
siure ermittelt worden war, fallt bei dem relativ niedrigen Natriumgehalt 
des groBen Nucleinsauremolekiils kaum ins Gewicht. 
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Auf Grund dieser Untersuchungen ]aBt sich trotz ihrer Unvy 
standigkeit immerhin bereits mit Sicherheit feststellen, daB die \ 
mor phologischer Seite oft behauptete Anomalie der Kernstruktur bésartiy 


Tumoren in der Abweichung des Aufbaues der Nucleinsduren 


chemisches Korrelat gefunden hat. 


Zusammenfassung. 


Es wurden Nucleinsduren nach dem Verfahren von Levene aus fii 
menschlichen malignen Tumoren dargestellt und diese chemisch unt 
sucht. Es ergab sich durchwegs ein betrdchtlich verringerter Sticksto/; 
gehalt und dementsprechend eine Verschiebung der Relation PN. Diese: 
Befund stimmt mit den in einer friiheren Arbeit mit anderer Methodik 
erhobenen Ergebnissen tiberein. Es werden Erkldrungsmdglichkeiten ds 
N-Defizits erértert, doch ist eine zwingende Deutung gegenwartig nicht 
zu erbringen. In der Verteilung des N zwischen Purin- und Pyrimidin 
basen konnte keine nennenswerte Abweichung gegeniiber der Norm fest 
gestellt werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine besondere chemiscl: 
Struktur der Zellkerne maligner Geschwiilste. 

Wir sind dem Assistenten unseres Instituts, Herrn Dr. Th. Leip 
fiir die uns anlaéBlich der analytischen Untersuchung der Nucleinsiuren 
gegehenen Ratschlige zu besonderem Dank verpflichtet. 
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Beitrag zur Untersuchung des respiratorischen Gaswechsels 
von kleinen Tieren’. 
Von 
H.R. Kanitz und J. Apitzseh. 
\us dem Universitats-Institut fiir experimentelle Zellforschung, Berlin.) 
(Eingegangen am 13.Juni 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die von Warburg (2) (3) zur Messung des Stoffwechsels von Ge- 
webszellen eingefiihrte Methode wurde von Biingeler (4) als Grundlage 
zur Konstruktion einer nach dem gleichen Prinzip arbeitenden Apparatur 
benutzt, die der Untersuchung des respiratorischen Gaswechsels von 
kleinen Tieren dient. Biingeler arbeitete mit Mdadusen. Arbeitet man mit 
grbBeren Tieren, z. B. mit Ratten, so Aandern sich die AusmaBe einzelner 


Teile der Apparatur. Beim Arbeiten mit der Biingelerschen Apparatur 


stellten sich nun verschiedene Mangel heraus, um deren Abstellung 
wir uns bemiiht haben. Fiir die von uns benétigten Reihenversuche war die 
Versuchsanordnung zu umstdndlich und die Versuchsdauer zu lange. AuBer- 
dem waren in Anbetracht der von uns fiir nétig erachteten Genauigkeit der 
Ergebnisse die Temperaturschwankungen innerhalb des Gasometers zu 
groB. Die GréBe der Versuchstiere und die Abanderung in der Handhabung 
des Apparates bedingten auch eine Abanderung in der Berechnungsweise. 

Im folgenden beschreiben wir die von uns benutzte modifizierte 
Bingelersche Apparatur, deren Handhabung und die von uns ange- 
wandte Berechnungsweise. Die Kenntnis der Biingelerschen Abhandlung 
wird zum Verstaéndnis dieser Arbeit vorausgesetzt. 

Die Apparatur besteht, wie bei Biingeler, aus einem Gasometer zur Aut- 
nahme des Versuchstieres und einem damit beweglich verbundenen Mano- 
meter. Als Gasometer dient eine zylindrische Glasglocke von 160 mm Innen- 
lurchmesser und 240 mm Héhe von etwa 4200 cem Inhalt. Sie ist an ihrem 
uteren verbreiterten Ende planparallel geschliffen und kann hier nach 
Fettung mit Vaseline mit einer Spiegelglasplatte verschlossen werden. 
Zur Sicherung des Verschlusses dient eine eiserne Verschraubung, welche 
lie Spiegelglasplatte an den Schliffrand anpreBt. Zwischen Eisen und Glas 
befindet sich eine Gummipufferung. In die Offnung der Glasglocke, die sich 
im héchsten Punkt des GefaBes befindet, ist ein Glasstopfen eingeschliffen, 
ler zwei tiber den Rand des Schliffes hinausragende Glasrohre tragt. Das 
eine Glasrohr ist durch ein Stiick Druckschlauch mit der Gaszuleitung 
verbunden. Diese kann mit einem Zweiwegehahn abgeschaltet werden. 
Das zweite Glasrohr ist durch Druckschlauch mit dem Manometer verbunden. 


. Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen 
schaft und des PreuBischen Ministeriums des Innern. 
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Die Spiegelglasplatte triigt eine Glasschale von 150mm Innendi; 
messer und 50mm Hdhe, die eine etwa 30cem 40°%ige Kalilauge 
haltende Glasampulle aufnimmt. Die Ampulle wird am Boden der G 
schale mit einem kleinen Wattestiickchen aufgebockt. Auf die Glasselja\, 
wird der Rattenkifig aufgesetzt. Dieser hat einen geringeren Durchme 
als die Glasschale und wird auf deren oberen Rand mit drei kleinen Feder 
befestigt. AuBerdem trigt er ein Thermometer zur Bestimmung (-; 
Innentemperatur des Gasometers. Der Gasometer hangt in einem mit 
Wasser von 28°C gefiillten Thermostaten von 40cm Hohe, 61 em Lang 
und 40cm Breite. Heizung und Thermoregulation geschehen elektrisc|; 
wie bei Biingeler beschrieben. 

Der respiratorische Gaswechsel des Versuchstieres kann untersucht 
werden bei Atmung in reinem Sauerstoff oder bei Atmung in einem Cas 
gemisch, z. B. Sauerstoff und Kohlenséiure. Das fiir den Versuch benotizt: 
Gas wird bei Atmung in reinem Sauerstoff aus einer Bombe unter Zwischen 
schaltung eines Reduzierventils, einer mit konz. Schwefelsaéure gefiillte: 
Waschflasche und einer im Thermostaten hangenden Heizschlange aus 
Kupferrohr entnommen. Die Heizschlange dient zur Vorwarmung des cet 
Bombe kalt entstré6menden Gases. Wir fanden, daf ein Kupferrohr voi 
1 bis 1.5mm Innendurchmesser und 30m Lange, auf ein Metallgitter in 
kleinen Abstanden aufgewickelt, eine geniigende Vorwarmung des Cases 
ergibt, wenn in der Minute 600 bis 800 eem durchstrémen. Die fiir Versuche 
mit Mischgas von uns getroffene abweichende Anordnung wird  spiite: 
beschrieben. 

Die oben erwaihnte mit Lauge gefiillte Glasampulle erlaubt, zu jeder 
beliebigen Zeit wahrend des laufenden Versuchs im Gasometer die vom 
Versuchstier ausgeatmete Kohlenséiure zu binden. Zu dem Zweck wird de1 
Gasometer aus seiner im Thermostaten befindlichen Verankerung gelést 
und innerhalb des Thermostaten einige Male geneigt. Dadurech verlatt 
die Ampulle ihre Watteunterlage, die diinngeschmolzenen Enden_ stoben 
an den Rand der Glasschale und brechen ab, die Lauge flieBt in die Glas 
schale in groBer Oberflache aus und absorbiert die Kohlensaéure des Versuch- 
raumes. 

Der mit dem Gasometer durch ein unbequem zu handhabendes, schwe1 
zu reinigendes Schlauch- und Hahnsystem verbundene Laugenbehiilte: 
der Biingelerschen Apparatur, aus dem man die Lauge von oben her in den 
Gasometer einlaufen lassen muBte, ist dadurch ausgeschaltet und damit 
die durch ihn bedingten Ungenauigkeiten in bezug auf Konstanthaltung 
von Temperatur und Volumen des Gasraumes. AuSerdem sind bei unsere! 
Versuchsanordnung Veratzungen des Versuchstieres durch Bespritzen mit 
Lauge ausgeschlossen. 


Wir stellen uns die zur Aufnahme der Lauge bestimmten Glasampullen 
selbst her. Wir verwenden dazu Glasrohr von 25,5 mm Innendurchmesse: 
und 1.3mm Wandstirke in der Weise, daB 36 bis 40 mm lange Rohrstiicke 
an beiden Enden fein ausgezogen werden. Die eine Spitze der von Spitze 
zu Spitze etwa 100 bis 110 mm messenden Ampulle wird fein zugeschmolzen, 
von der anderen Spitze wird sie mit Hilfe einer feinen Pipette mit 40° ize: 
Kalilauge gefiilllt und darauf auch an der zweiten Spitze zugeschmolzen. 


Entsprechend dem Prinzip der Apparatur in einem konstant g¢ 
haltenen Raum (dem Gasometer) die infolge der Atmung des Versuchstieres 
entstehende Gasverminderung manometrisch zu messen muB das Vol: 
des Gasraumes, von dem ausgegangen wird, zu Beginn eines jeden Versuclis 
genau bekannt sein. 





sucht 
. Gas 
Otixute 
sche Nh 
tllter 
@ alis 
es (ler 
r vor 
ter m 
Gases 
‘suche 


spate 


jeder 
vom 
“dl de 
velist 
erlabt 
toben 
Glas 
suchs 


chwet 
halter 
n den 
damit 
tung 
nsere! 


n mit 


yullen 
nessel 
tiicke 
Spitz 


olzen, 


tieres 
aan 


suchs 


Respiratorischer Gaswechsel von kleinen Tieren. 19] 


Die von Biingeler angegebene Ermittlung des Gasometervolumens 

h der von Warburg angegebenen manometrischen Methode ist bei Gaso- 
metern, wie sie das Arbeiten mit Ratten oder Mausen erfordert, nicht durch- 
fulbrbar. Eine durch Hochdriicken der Manometerfliissigkeit bewirkte 
Volumenverminderung im Gasometer ist im Verhaltnis zur GréBe des 
(asometers zu gering, so daB die Verwendung der sich durch die Kompression 
ervebenden Druckdifferenzen zur Volumenberechnung falseche Werte ergibt. 

Wir ermittelten das Gasometervolumen durch Auswiegen mit Wasser. 
Der Gasometer unserer Apparatur faBt bei eingesetzter Glasschale nebst 
Rattenkafig, bis zur 0-Marke des Manometers gemessen, 4140 cem. Dieser 
Raum verringert sich bei jedem Versuch um das Volumen des Versuchs- 
tieres und der Laugenampulle. Das Volumen der Ampulle 1aBt sich durch 
Wasserverdrangung jeweils leicht ermitteln. 


Handhabung der Apparatur. 


Zur Anstellung eines Versuchs wird zuerst der Gasometer (einschlieBlich 
Verschraubung, Glasschale mit Ampulle und Rattenkdéfig) im Brutschrank 
von 37°C etwa 40 Minuten vorgewaérmt. Dann wird das Versuchstier in 
den Kafig eingesetzt, die Apparatur méglichst rasch zusammengeschraubt, 
in den Thermostaten eingehingt und oben mit dem gut gefetteten Schliff- 
stopfen, der das Manometer und die Gaseinleitung mit der Glasglocke 
verbindet, verschlossen. Durch eine Klammer ist der VerschluB gesichert. 

Vorwdrmung von Apparatur und Gas bewirken, daB in kurzer Zeit 
im Gasometer die fiir den Versuch nétige konstante Temperatur erzielt 
wird. Darauf mu8 deshalb Wert gelegt werden, weil praktisch die Unter- 
suchung des respiratorischen Gaswechsels mit dem Moment beginnt, wo 
alle Luft im Gasometer vom Versuchsgas verdriingt, die Gaszuleitung ab- 
geschaltet und die Verbindung mit dem Manometer eingeschaltet ist. 

Die Gaseinleitung erfolgt 10 bis 15 Minuten lang. Die Temperatur 
im Gasometer stellt sich innerhalb dieser Zeit ungefahr auf 29,5 bis 30° C ein. 

In allen Versuchen baw. Versuchsabschnitten muB vor jeder Ablesung 
die Sperrfliissigkeit des Manometers wieder genau auf die 0-Marke ein- 
gestellt werden. Eine Einstellung des linken Manometerschenkels auf einen 
anderen Ausgangswert wirde die Zugrundelegung eines anderen Gasometer- 
volumens bedingen, das bis zu dieser Ausgangsmarke gemessen ist. In 
der Beschreibung der Handhabung seiner Apparatur ist Briingeler diesem 
Prinzip nicht immer nachgekommen. 

Nach wenigen Minuten ist die Temperatur im Gasometer konstant. 
Wesentlich ist es, die Temperatur im Gasometer zu beobachten, da eine 
Temperaturschwankung von 1°C im Manometer einen Ausschlag von 
40 mm zur Folge hat. Es wurden nur die Ablesungen bei konstanter Innen- 
temperatur verwertet. 

Versuchsverlau}. 


Zur Bestimmung des respiratorischen Quotienten und des Sauerstoff- 
verbrauchs lassen wir das Versuchstier zuerst in reinem Sauerstoff 
atmen. absorbieren darnach durch Zertriimmerung der Laugenampulle 
in der oben beschriebenen Weise die Atmungskohlenséure und beob- 
achten anschlieBend die Atmung des Tieres in reinem Sauerstoff bei 


gleichzeitiger Absorption der Atmungskohlensaure. 


Im einzelnen verlauft der Versuch folgendermaBen: Bei konstanter 
Temperatur im Gasometer und Thermostaten laBt man das Tier in reinem 
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Sauerstoff etwa 30 bis 40 Minuten lang atmen. Dabei wird Sauerst 
verbraucht und Kohlensaéiure ausgeschieden und zwar wird, von selte: 
Ausnahmen abgesehen (Stoffwechsel bei Fettmast) mehr Sauerstoff \ 
braucht als Kohlenséure ausgeschieden, d.h. der respiratorische Quoti: 
CO,/O, ist normalerweise kleiner als 1. Im Gasraum entsteht infolgedes- 
ein Unterdruck, der bei Konstanthaltung des Volumens ein Sinken d 
rechten Manometerschenkels bedingt. Die Differenz zwischen rechten 
und linkem Schenkel wird h, genannt (siehe Abb. 1). In Abanderung «i 
Biingelerschen Berechnungsweise wird der Dure| 
schnittswert von hf, fiir 10 Minuten’ berechnet 
Die Héhendifferenz h, setzt sich zusammen itis 
den GréBen ho, und heo,. (ho, Druckabnahny 
infolge verbrauchten Sauerstoffs. heo, Druc} 
zunahme infolge ausgeschiedener Kohlensaur 


Zur Berechnung des respiratorischen Qiu 


tienten, zu dem die GréBenho, und heg, benétixt 


zum basomerer | ‘ werden, dient die Gleichung 
h, ho, 


A hoo, 


| 





die aufgel6st werden kann nach ho, : 


ho, h, + heo, 











oder nach heo,: 
he heo, ho, h,. 


Abb. 1. 





Den ersten Weg beschreitet Baingeler. Dieser 
Weg hat aber verschiedene Nachteile. Erstens ist 
bei gréBeren Tieren und liangerer Versuchsdauer die Druckabnahme oft 
so stark, daB die Manometerskala nicht ausreicht und die Gefahr besteht, 
da die Sperrfliissigkeit des Manometers in den Gasometer angesaugt 
wird. Zweitens atmet das Tier wahrend der Kohlensiéiureabsorption — die, 
wenn sie vollstandig sein soll, etwa 20 Minuten ben6tigt weiter, vel 
braucht also Sauerstoff, so daB die abgelesene Druckabnahme um den 
wahrend der Absorption verbrauchten Sauerstoff zu hoch wird. 


Der zweite Weg, der die Ermittlung von ho, erfordert, ist einfache: 
Hier ist nur der Sauerstoffverbrauch des Tieres bei Atmung in Sauerstoti 
innerhalb einer bestimmten Zeit zu ermitteln. Es geschieht im zweiten 
Teil unserer Versuchsanordnung. 


Durch Zertriimmerung der Laugenampulle wird jetzt die wahrend 
der ersten Versuchsperiode ausgeatmete Kohlensiéure von der frei gewordene! 
Lauge absorbiert. Die entstehende Druckverminderung, die innerhalb der 
ersten Minuten sehr erheblich ist, wird von uns nicht gemessen, sondern 
durch Einleiten von Sauerstoff ausgeglichen. Dadureh wird eine Ansauguny 
der Manometer-Sperrfliissigkeit in den Gasometer und Atmung des Tieres 
bei erheblichem Unterdruck vermieden. 


Sind die innerhalb von 10 Minuten sich einstellenden Druckabnahmen 
jetzt allein bedingt durch den Verbrauch des Tieres an Sauerstoff 
annihernd konstant geworden, so geben sie ein Ma fiir den Sauerstott 
verbrauch des Tieres (ho, ) und ergeben, mit ,,A‘* multipliziert, die innerhal!) 
der abgelesenen Zeit verbrauchte Sauerstoffmenge. ho, dient zugleic! 
der Errechnung des respiratorischen Quotienten durch Einsetzen in Gle: 

chung (II). 
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Respiratorischer Quotient und Sauerstoffverbrauch eines Tieres 

hei Atmung in reinem Sauerstoff kénnen so in einer Zeit von etwa 
Stunden hintereinandsr ermittelt werden, ohne das Versuchstier aus 

der Apparatur herausnehmen zu miissen. 

Sauerstoffverbrauch: X ho, . K. 

Kohlensaéureausscheidung: Y heo, . 

Respiratorischer Quotient: } X heo, - Kho, .K heo,/ho,- 

Die Berechnung des respiratorischen Quotienten nach der Angabe 
von Bingeler gibt zu Irrtiimern AnlaB. Bdingeler schreibt: ,.Aus der Mano 
meterdifferenz h (bei uns hg, genannt) berechnen wir den Sauerstoff 
verbrauch X* (also X h.K). Er fahrt aber weiter fort: ,,Addieren 
wir X mit Ah, (h, ist bei Biingeler negativ), so erhalten wir die Menge det 
gebildeten Atmungskohlenséure Y.‘* Man kann aber nicht ein Volwmen, 
gemessen in ccm namlich die GréBe X mit einer Héhenablesung, ge 
messen In cm hy addieren und daraus das Volumen Y fiir die Kohlen 
siureausscheidung gewinnen wollen. Y berechnet sich aus feo, . kK, 
heo, aber ergibt sich aus der Gleichung (II): heo, ho, Ses 

Es miiBte heiBen: Addieren wir h (= ho, ) mit h,, so errechnet sich durch 
Multiplikation dieser Zahl (hceo,) mit K die GréBe Y. 

Z. B. wiirden die Zahlen h, 2,42 und ho, 9,05 nach der Berechnung 
von Biingeler bei K 3900 einen respiratorischen Quotienten von 0,991 
ergeben, wahrend der respiratorische Quotient an Hand obiger Zahlen 
tatsachlich 0,732 betragt. 


Abiinderung der Warburgschen Gefaikonstante, 
Die der Warburgschen Methodik entnommene Formel: 


ane ae wa 
J 7 +V,-4 Vor pt Ve: 


h 10000 oder wx h.k wenn K 10000 


bedeutet : 

‘’; das Volumen des Gasraumes im VersuchsgefaB (einschlieBlich der 
Manometerkapillare bis zur Nullpunktmarke) in Kubikmillimetern; 

‘» das Volumen der eingefiillten Fliissigkeit ; 

die absolute Versuchstemperatur ; 

der Bunsensche Absorptionskoeffizient des entstehenden oder ver- 

schwindenden Gases; 

die am Manometer wahrend des Versuchs beobachtete Druckanderung 

in Millimetern Brodiescher Fliissigkeit ; 

ist bezogen auf Messung in Kubikmillimeter; 

10000 = Atmospharendruck in Kubikmillimeter Brodie. Bei Angabe 
von Vg und Vp in cem andert sich K um in 

273 , 

T aa Vere 
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rend 
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hmm.K—aemm. 
Die Beriicksichtigung von Vp bezieht sich vor allem auf die Versuche 
Warburgs, bei denen Vp 25 bis 50% von Vg ausmacht und somit V; 
eine immerhin wesentliche GréBe darstellt. Bei der hier verwendeten 
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Apparatur fiir Ratten macht Vy nur héchstens 1% von Vq@ aus (ety 

30 cem auf 4150 cem). Von den Absorptionskoeffizienten kommt nur d 

niedrige Absorptionskoeffizient fiir O,, xo, 0,024, in Anwendun 

40 O» 0,54 tritt nicht in Kraft, denn entweder enthalt der Gasomet 

keine Fliissigkeit, es wird also auch kein Gas absorbiert, oder er enthali 
Lauge, wodurch die Kohlensiéiure vollkommen absorbiert und manometris: 

nicht gemessen wird. 

“9, tritt nicht in Erscheinung bei Anwesenheit der zur CO,-Absorptic: 
nétigen Laugenfliissigkeit im Gasometer. Bei dem geringen Volumen von | 
stellt aber Vy .%o, eine zu vernachlassigende GréBe dar (etwa 0,02‘ 
von Vq, bei Warburg durchschnittlich etwa 0,6 bis 0,8°, von V@). 

K lautet demnach 

273 
7° T 
10 

In der Laingelerschen Arbeit bleibt das Volumen des Versuchstieres 
(Maus) unberiicksichtigt. Es muB indessen, besonders beim Arbeiten mit 
yvroBeren Tieren (Ratten), die durch das Tier bedingte Verringerung des 
CGasvolumens mit in Rechnung gezogen werden. Das Volumen der Versuclis 
ratte wurde aus einer Kurve entnommen, in der Volumen und Kérper 


if 


gewicht in Beziehung gesetzt waren. 
Das Volumen der Laugenampulle muB ebenfalls von dem Gasvolumen 
abgezogen werden. A lautet also: 


. ; 273 
Vo-~-(Vratte + ) Ampulle)] “¢ 


10 

und andert sich also infolge der Volumenschwankungen von Ampulle 
und Ratte mit jedem Versuch. 

Zum besseren Verstandnis unserer Beschreibung geben wir im folgenden 
das Protokoll eines unserer Versuche in gekiirzter Form wieder. Tier Nr. 256. 
Normalfiitterung. 18 Stunden vor Versuch niichtern. Druckabnahme 
in 40 Minuten 122 mm bei 29,25° Innentemperatur ohne CO,-Absorption. 
hy 30,5 mm. Druckabnahme in 15 Minuten 164mm nach Zerschlagen 
der KOH-Ampulle unter CO,-Absorption. ho, 110 mm. 


hoo, = ho, —hr 79,5 mm. 
hoo, 79,5 
ho, 110 
39 cem/10 Min., CO,-Ausscheidung = 28,2 cem/10 Min. 


Respiratorischer Quotient 0,723, O,-Verbrauch 


Atmungsversuche mit Gasgemischen, 


Soll der EinfluB eines Gasgemisches, z. B. Kohlensiéiure und Sauerstoft, 
auf die Atmung eines Tieres bestimmt werden wie es unter anderem 
der Zweck der Btingelerschen Untersuchungen war —, dann muB die Zu 
sammensetzung des in den Gasometer eingeleiteten Gasgemisches jeweils 
zu Beginn des Versuchs konstant sein und wahrend der Fiillung der Apparatur 
auch konstant bleiben. Stellt man ein soleches Gasgemisch nach der von 
Warburg angegebenen Methode selbst her oder bezieht es fertig von det 
Fabrik, so zeigt das an verschiedenen Versuchstagen der Bombe entnommene 
Mischgas, wie auch Béngeler feststellte, keine konstante Zusammensetzung, 
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was durch die abweichenden physikalischen Eigenschaften beider Gase be 
ingt ist. 

Wir stellten uns alle gewiinschten Gemische unter Verwendung von 
ywei Stro6mungsmanometern her, die uns erlaubten, durch einfache Druck 
regulierung beide Gase in dem benétigten Mischungsverhaltnis in den 
(jasometer einstr6men zu lassen. 

Im Str6mungsmanometer kommunizieren beide Schenkel durch ein 
iuswechselbares Kapillarrohr miteinander. Das einstr6mende Gas bewirkt 
nfolge des Widerstandes der engen Kapillare einen Stauungsdruck in dem 
einen Schenkel, das ausstr6mende Gas einen Saugunterdruck im anderen. 
Die Eichung eines Strémungsmanometers geschieht mit eimer Gasuhr, 
indem beim Steigen der Manometer-Sperrfliissig- 
keit in einem Schenkel um eine bestimmte Héhe ae 
ausgedriickt in Millimetern die von der dahinter ‘ 
geschalteten Gasuhr gemessenen Gasmengen je- if 
weils nach der Stoppuhr abgelesen werden. Die 
Héhen im Manometerschenkel sind dann die Or- 
dinaten, die entsprechenden Gasmengen die Ab- 
xzissen einer Kurve, mit deren Hilfe zu sehen ist, 
wie hoch der Schenkel des Str6mungsmanometers 
zu stehen hat, d.h. wie der Druck des ein- 
stro6menden Gases zu regulieren ist, um eine be- 


stimmte Gasmenge pro Minute durchstrémen zu 
lassen. Die Druckregulierung des aus der Bombe 
in das Manometer einstr6menden Gases geschieht 
mit einem Reduzierventil. Zwischen Reduzier- 
ventil und Str6émungsmanometer ist eine mit \U) 














konzentrierter Schwefelséiure — gefiillte ©Wasch- Abb. 2. 
flasche geschaltet. 

Die den beiden Str6mungsmanometern entstrOmenden Gase werden 
gemeinsam in den Gasometer geleitet. Dureh Einschaltung eines Zeiss- 
Interferometers (1) in den Strom des Gasgemisches vermag man zu jedet 
Zeit die Zusammensetzung des Mischgases auf einfachste Weise zu kon- 
trollieren. 

Die Schaltung unserer Apparatur zur Herstellung von Gasgemischen 
ist aus der schematischen Skizze (Abb. 3) zu ersehen. 


Bombe Wasch- Stromungs- 
flasthe mano 


/nterferometer 
Zum basometer 


Abb. 3. 


Wir beschreiben als Beispiel die Herstellung eines Gemisches von 
5%, Kohlensaéure in Sauerstoff: 

Es wurde ein Kohlensiurestrom einreguliert, der im Strémungs- 
manometer die Sperrfliissigkeit bis zum Skalenwert 10 driickte. Dieser 
Kohlenséurestrom lieS laut Eichkurve 40 ccm Kohlenséiure pro Minute 
durehstr6émen. 
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Um die gewiinsechte Zusammensetzung 5% Kohlensaure und 95 
Sauerstoff zu erhalten, muBten an Sauerstoff 760 ccm pro Minute a, 
Strémungsmanometer fiir Sauerstoff durchstr6men. Es wurde also da 
ein Sauerstoffstrom einreguliert, der die Sperrtliissigkeit im Sauersto! 
Strémungsmanometer auf den Skalenwert 12,5 driickte. 

Der Strom des so erhaltenen Sauerstoff-Kohlenséiuregemisches zeigi: 
im Interferometer eine Trommeldrehung von 236. Laut Interferomete; 
eichkurve bedeutet diese Einstellung, daB das Gemisch genau 5°, Kohle: 
siure in Sauerstoff enthalt. 

Der Gasstrom wurde daraufhin 15 Minuten lang in den mit ein 
Laugenampulle beschickten Gasometer eingeleitet. Die Absorption de: 
Kohlensiure durch die durch Zertriimmerung der Ampulle in’ Freihiei 
gesetzte Lauge bewirkte eine Druckabnahme von 526mm. Da das Mano 
meter mit Brodie-Lésung gefiillt ist, ist der Druck einer Atmosphare 10000 mi 
brodie-Lésung. 526mm sind danach 5,26°) von einer Atmosphare, was 
besagt, daB von dem Gasgemisch 5,26 °% absorbiert wurden, némlich 5,26‘ 
Kohlensaure. 

Bei unseren verschiedenen Kontrollversuchen stimmten die im Inter 
ferometer abgelesenen Werte mit den manometrisch gemessenen Werten 
durchschnitthich bis auf 0,1 bis 0,2% iiberein 


Literatur. 
1) Chem.-Ztg. 45, 405, 1921. 2) Diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 
3) Methodik der wissenschaftl. Biologie, Bd. II, 8.1048. Berlin. Jul 
Springer, 1928. 4) Frankfurter Zeitschr. f. Path. 39, 288, 1930. 





Uber die Beziehungen zwischen den Stoffwechselvorgingen der 
Mikroorganismen und dem Oxydoreduktionspotential im Medium. 


II. Mitteilung: 
Versuche mit Hefearten. 


Von 
A. J. Kluyver und J. C. Hoogerheide. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschule i 


Delft, Holland.) 
(Eingegangen am 14. Juni 1934.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


§ 1. Einfiihrung. 

In einer vorangehenden Arbeit! wurde begriindet, daB es wiinschens- 
wert sei, die inden Medien von Zellen mit Stoffwechsel auftretenden Oxydo- 
reduktionspotentiale, welche bis jetzt meistens nur empirisch verwertet 
worden sind, in nahere Beziehung mit der Natur der in den Zellen vor 
sich gehenden Stoffwechselprozesse zu bringen. Es wurde dabei betont, 
daB es hierzu notwendig ist, die lebenstatigen Zellen in ein Medium 
von genau bekannter, méglichst einfacher Zusammensetzung zu bringen, 
damit die Art der Stoffwechselvorgange leicht genau erkannt werden 
kann. Fir den Fall der denitrifizierenden Bakterien konnte in der 
erwahnten Untersuchung festgestellt werden, daB tatsachlich eine direkte 
Abhangigkeit des in den Medien bestimmten Redoxpotentials von der 
Art der in den Vordergrund tretenden Stoffwechselvorgainge besteht. 

Es schien nun auBerordentlich erwiinscht, diese mit den denitri- 
fizierenden Bakterien gemachten Erfahrungen auch auf andersartige 
Zellen auszudehnen. Wir haben dafiir in erster Linie die gewéhnliche 
Backerhefe und im AnschluB8 hieran einige sonstige Hefearten gewahlt. 


. . r . . + ° 
Bei dieser Wahl gingen wir vor allem von der Uberlegung aus, daB die 
Dissimilationsvorginge der Hefe, naémlich Atmung und Garung, in 


chemischer Hinsicht wenigstens in groBen Ziigen bekannt sind und da 

- was von noch gréBerer Bedeutung ist — wir seit der grundlegenden 
Untersuchung von Otto Meyerhof mit der Tatsache vertraut sind, dab 
der bloBe Zutritt von Sauerstoff zu den garenden Hefezellen geniigt, 
um eine teilweise Verdrangung der Garung durch die Atmung zu _ be- 
wirken. In der von Warburg ausgearbeiteten manometrischen Methode 


1 B. Elema, A.J. Kluyver u. J. W.van Dalfsen, diese Zeitschr. 270, 
317, 1934. 
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besitzt man ein einfaches Hilfsmittel, diese Verdrangung zahlenmiil}iv 
zu verfolgen. 


Es schien uns eine verlockende Aufgabe, zu priifen, inwieweit ei: 
derartige allmahliche Umstimmung des Stoffwechsels sich auch 


einer Anderung der Werte des Redoxpotentials ausdriicken wiirde. [D 


das MaB der Verdrangung der Garung durch die Atmung direkt abhangi 
ist von der Intensitaét der Sauerstoffversorgung der Zellen, ist es not 
wendig, die Potentialmessungen in demselben Medium vorzunehmen 
in dem auch die Bestimmung der Atmungs- und Garungsintensitaten 
erfolgt. 


Hierzu muB bemerkt werden, daB zur Zeit, als diese Untersuchuny 
begonnen wurde, schon einige Beobachtungen iiber den Wert der in Hef: 
suspensionen auftretenden Redoxpotentiale vorlagen. Schon Potter! hat 
als erster iiber die unter dem Einflu8 garender Hefe auftretenden Potentia! 
differenzen berichtet, wobei er jedoch keine absoluten Werte bestimmte. 
Auch in der 1926 erschienenen grundlegenden Arbeit von Cannan, Cohe) 
und Clark? sind einige diesbeziiglichen Ergebnisse mitgeteilt worden 
Doch sind bei dieser Untersuchung die Potentialbestimmungen, was die 
Hefe anbelangt, immer in wiisserigen Suspensionen vorgenommen worden, 
was bedingt, daB der Stoffwechsel der Hefezellen auf Verarbeitung nicht 
niher definierter Reservestoffe beschrankt war. Awbel, Aubertin und 
Genevois® haben dann 1929 mit Hilfe der Redox-Indikatorenmethode das 
Redoxpotential bestimmt, welches auftrat, wenn man Bierhefe unter mel 
oder weniger anaeroben Bedingungen in mineralischen und glucosehaltigen 
Medien wachsen lieB. Es sei hier nur erwahnt, da unter den genannten 
Bedingungen bei einem py 7,0 im Medium relativ sehr niedrige Potentiale 
(rH, = 7) festgestellt wurden. Im niachsten Jahre hat dann Boyland! 
einige Beobachtungen iiber das Redoxpotential eines Mediums gemacht, 
welches auBer einem Acetonprazipitat von Mazerationssaft, Glucose 
und Phosphat, ein reversibles Farbstoffsystem enthielt. In den Fallen, in 
denen kraftige Garung eintrat, d. hh. wenn das EL) des zugefiigten Farbstoft 
systems innerhalb ziemlich eng begrenzter Werte lag, wurde auf ein £ 
des Mediums von etwa 10 bis + 30 Millivolt bei px 6,0 geschlossen. 


Es ergibt sich aus dieser Ubersicht, daB beim Anfang unserer Unte1 
suchung nur sehr sparliche Angaben beziiglich des Redoxpotentials vor 
lagen, welches sich im Medium der die alkoholische Garung bewirkenden 
Hefezellen zeigt. Die Frage, in welcher Weise das Redoxpotential von dem 
durch Sauerstoff hervorgerufenen teilweisen Ersatz der Géarung durcli 
Atmung beeinfluBt wird, wurde jedenfalls noch gar nicht beriihrt. 


Einige Monate nach Beginn unserer Untersuchung anderte sich diese 
Lage durch die wichtige Arbeit von F’. Lipmann®. Ihre Bedeutung fiir die 


1 M.C. Potter, Proc. Roy. Soc. Ser. B 84, 260, 1912. a ee 
Cannan, B. Cohen u. W. M. Clark, Suppl. Nr. 55 to the Public Healt! 
Reports, Washington D.C. 1926. 3 EB. Aubel, E. Aubertin u. L. Genevois, 
Ann. d. Physiol. et d. Physicochimie 5, 1, 1929. - 4 EB. Boyland, 
Biochem. J. 24, 703, 1930. — ° F. Lipmann, diese Zeitschr. 268, 205, 
1934. 
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ben von uns gegebene Problemstellung tritt am besten hervor, wenn man 
sie in direktem Zusammenhang mit einer vorangehenden Arbeit desselben 
Autors! betrachtet. In dieser Abhandlung liefert Lipmann einen iiberaus 
wertvollen Beitrag zur Kenntnis des Mechanismus der sogenannten Pasteur- 
«chen Reaktion, d.h. er vevsucht die Frage zu beantworten, in welcher 
Weise die durch Zutritt von Sauerstoff zu den Zellen hervorgerufene 
Atmung die Zuriickdrangung der Glykolyse bewirkt. Lipmann stellt nun 
die Hypothese auf, daB diese Hemmung der Glykolyse von einer reversiblen 
oxydativen chemischen Beeinflussung des glykolytischen Fermentsystems 
dureh den Sauerstoff bedingt wird. Falls diese Vorstellung zutrifft, ist zu 
erwarten, daB eine derartige oxydative Beeinflussung des glykolytischen 
Ferments sich auch durch Zugabe anderer Oxydationsmittel von geeigneter 
Intensitat bewirken lassen miiBte. Tatsaichlich konnte Lipmann auch 
zeigen, daB Zufiigung von Jod oder Chinon zu einem Meyerhofschen Muskel- 
extrakt, nachdem die in diesem Extrakt vorhandene Menge SH-Ver- 
hindungen einmal oxydiert war, eine der zugefiigten Menge der Oxydations- 
mittel mehr oder weniger proportionale Hemmung der Glykolyse bewirkte. 
Wahrend der Meyerhofsche Muskelextrakt in seiner glykolytischen Wirkung, 
infolge des Ausfallens des sauerstoffaktivierenden Systems der Zellen, von 
Sauerstoff allein nicht beeinfluBt wird, konnte Lipmann zeigen, daB bei 
Gegenwart geeigneter Oxydoreduktionssysteme, wie z. B. Dichlorphenol- 
Indophenol, in einer Konzentration von etwa 10-3 mol., auch der Sauerstoff 
eine Hemmung der Glykolyse bewirkt; Lipmann schlieBt aus diesen Ver- 
suchen, daB das glykolytische Ferment ein reversibles Oxydoreduktions- 
system bildet und im oxydierten Zustande unwirksam ist. Das Ferment- 
system ist jedoch nicht autoxydabel; wenn in der intakten Zelle der Sauer- 
stoff die Fermentwirkung hemmt (die sogenannte Pasteursche Reaktion), 
dann geschieht dies nur durch Vermijttlung des autoxydablen Warburgschen 
Atmungsferments. 

In der zweiten Abhandlung versucht Lipmann nun den Nachweis 
zu fiihren, daB auch bei der alkoholischen Garung eine ahnliche Situation 
vorliegt. Er benutzt dabei einen aus Carlsberg-Unterhefe dargestellten 
Mazerationssaft nach Lebedew. Auch die von diesem Safte bewirkte Garung 
ist unempfindlich gegen Sauerstoff. Lipmann findet nun wieder, da{ die 
Garung von Jod und auch von Sauerstoff in Gegenwart eines geeigneten 
Redoxindikators wie Naphtholsulfonat-Indophenol in geniigend hoher 
Konzentration (0,14), wiederum in der erwarteten Weise gehemmt wird. 
Als neues Moment kommt aber hinzu, da Lipmann jetzt auch dazu iiber- 
gegangen ist, Messungen der Oxydoreduktionspotentiale in garendem 
Mazerationssaft vorzunehmen. Als wichtigstes Ergebnis dieser Messungen 
ist hervorzuheben, da®B im normalen girenden Mazerationssaft mit py 6,6 
in Gegenwart von Sauerstoff ein ziemlich konstantes Potential von 60 bis 
80 Millivolt angetroffen wurde, daB aber, wenn das Potential durch Zugabe 
einer gréBeren Quantitaét von Naphtholsulfonat-Indophenol bei gleich- 
zeitiger Mitwirkung von Sauerstoff auf 160 Millivolt gepuffert wurde, die 


Garung fast vollstandig gehemmt wurde. Fiigte man jedoch statt des 
genannten Indikators Thionin hinzu, dessen E; im Gebiet des Géarungs- 
potentials liegt, dann wurde die Garungsgeschwindigkeit davon gar nicht 
heeinfluBt. Zusammenfassend kann man also feststellen, daB die Lipmann- 
sche Arbeit einerseits lehrt, daB der Garungsstoffwechsel im Mazerations- 


1 F. Lipmann, diese Zeitschr. 265, 133, 1933. 
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saft von einem bestimmten Oxydoreduktionspotential in diesem Medi 
gekennzeichnet ist, und da® andererseits MaBnahmen, welche zu ei: 
Pufferung dieses Potentials auf einen etwa 80 Millivolt héheren W: 
fiihren, den genannten Stoffwechselvorgang fast vollstandig hemmen. 


Diese Beobachtungen Lipmanns durechkreuzen gewissermaBen uns 
systematischer aufgebautes Arbeitsprogramm iiber die wechselseitigen B 
ziehungen zwischen den Stoffwechselvorgangen der Hefezelle und «i: 
Oxydoreduktionspotential im Medium. Immerhin scheint es uns, da 
dieser Umstand die Veréffentlichung der von uns gré8tenteils vor de: 
Erscheinen der Lipmannschen Arbeit gemachten Beobachtungen keine 
wegs iiberfliissig macht. Zum Beleg sei auf das Folgende hingewiese: 
An erster Stelle mu8 betont werden, da8 Lipmann mit einem an und fii 
sich fiir Sauerstoff unempfindlichen Garungssystem arbeitet, das iiberdi: 
aus Bierunterhefe herriihrt, bei der bekanntlich die Pasteursche Reaktion 
kaum angetroffen wird'. Die von uns an intakter und stark atmende 
PreBhefe gewonnenen Beobachtungen scheinen daher besser geeignet. 
dariiber Aufschlu8 zu geben, inwieweit bei der eigentlichen Pasteurschen 
Reaktion die von dem Sauerstoff mit Hilfe der natiirlichen Oxydation- 
systeme der Zelle herbeigefiithrte Garungsbeeinflussung sich ebenfalls in 
einer Anderung des Redoxpotentials im Medium auBert. Erst hierdurch 
wird es méglich, den Zusammenhang zwischen dem Redoxpotential und 
der Umstimmung des Stoffwechsels der Hefezellen durch den Sauerstoff 
in den Einzelheiten zu verfolgen. SchlieBlich mu8 noch darauf hingewiesen 
werden, da es ein schwacher Punkt in der Verwertung der Lipmannschen 
Ergebnisse ist, daB er die Potentialbestimmung in anderen GefaGBen, d. h 
auch unter anderen Aerationsbedingungen, vorgenommen hat als in de: 
Apparaten, in denen er die Stoffwechselvorginge zahlenmaBig verfolgte 

Auf Grund dieser Ub ‘rlegungen folgt unten eine Ubersicht unsere 
Beobachtungen beziiglich der Beeinflussung des Redoxpotentials im 
Medium durch die Umstimmung der Stoffwechselvorgange darin vor 
handener intakter Hefezellen. Auf die mehr komplizierte, ebenfalls 
von Lipmann schon im Prinzip angeschnittene Frage der Beeinflussung 
des Stoffwechsels der intakten Hefezellen durch die Pufferung des 


Mediums auf ein bestimmtes abweichendes Redoxpotential, hoffen 


wir in einer nachsten Abhandlung zuriickzukommen. 


§ 2. Das Oxydoreduktionspotential im Medium bei vollstindiger Anaerobic 
giirender Hefezellen. 

In der Einfithrung ist betont worden, daB es fiir unsere Fragestellung 
durchaus notwendig war, die Potentialbestimmungen in demselben 
Medium vorzunehmen, in dem auch die Bestimmung des Stoffwechsels 
stattfinden kann. Wir haben diese Aufgabe gelést, indem wir eine 
Goldelektrode im StoffwechselgefaéB des Warburgschen Apparates 
anbrachten und dieses GefaB zugleich mit einem Kapillar-Agarheber 
zur Elektrolytverbindung versahen. 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 43, 1925. 
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Die Einrichtung des GefaBes ist aus Abb. 1 ersichtlich. 

Es schien angebracht, die Potentialbest'mmungen zuerst bei 
einem mdéglichst einfachen Stoffwechselverhaltnis, d.h. unter streng 
naeroben Bedingungen vorzunehmen. In diesem Falle ist ja die Atmung 
véllig ausgeschaltet und der GarungsprozeB ist der in quantitativer 
Hinsicht absolut vorherrschende Stoffwechse!vorgang. Bei den Vor- 
versuchen wurde immer mit kauflicher PreBhefe von groBer Reinheit 
cearbeitet. 


In den meisten Fallen wurden die Hefesuspensionen wie folgt bereitet. 
In 100 cem eines Phosphatpuffers von py 5,4, dem 3 ¢ Glucose zugefiigt 
waren, wurden etwa 400 mg frische Hefe, deren 
lrockengewicht gesondert bestimmt wurde, suspen- 
diert. Von dieser Suspension wurden dann 4 cem ( 
in das Warburq-GefaB gebracht. Dann wurde die 
im GefaB befindliche Luft durch Stickstoff, welcher 
durch Leiten iiber gliihendes Kupfer von Sauer- 
stoff befreit war, verdringt. Nachdem die Tem- Kapillar - 
peratureinstellung (in einem Wasserbad von 30° C) agarheber 
erreicht war, wurden jede '!/, Stunde Potential- 
bestimmungen mit Hilfe der friiher beschriebenen 
polarisationsfreien Versuchsanordnung gegeniiber 
einer Kalomelelektrode vorgenommen und zugleich 
auch die entwickelte Kohlensiuremenge _ fest- 
gestellt. Es zeigte sich bei diesen vorlaufigen 
Versuchen, da nach einiger Zeit ein konstantes 


ne Zin Manomerer 














Potentialniveau erreicht war. Es erwies sich je- 
doch hierfiir vorteilhaft, dem benutzten Medium 








die Zeit, nach welcher die Einstellung konstant 


war, wurde dadurch wesentlich abgekiirzt, wahrend 
nicht Goldelektrode 
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die absolute Lage des Potentials hierdurch 
beeinfluBt wurde. Abb. 1. 

Ein Beispiel von vielen derartigen Versuchen, ManometergefaS zur 
bei denen mit Backerhefe gearbeitet wurde, ist in “teffwechselmessung 
owe mit Vorrichtung zur 
labelle I zusammengestellt und in Abb. 3 graphisch R eal 

‘ tedoxpotential- 
reproduziert worden. bestimmung. 


Tabelle I. 
Garung und Redoxpotential in einer Suspension von Saccharo 
myces cerevisiae (kaufliche Backerhefe) in Phosphatpufter, 
PH 5,4, mit 3%, Glucose in Stickstoff. 





Zeit in Std. BE, in 
Millivolt 

; 291 

280,2 123 

277.3 107 

963.8 G6 

263.4 86 
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Wir sehen aus Tabelle I und Abb. 3, daB sich tatsachlich unt 
den gewahlten anaeroben Bedingungen bald ein bestimmtes niedrig: 
Potentialniveau ergibt. Hierzu kann sofort bemerkt werden, dab 
allen derartigen Versuchen, welche hier der notwendigen Beschrankuny 
wegen nicht wiedergegeben werden sollen, praktisch das gleiche Niveau 
(wechselnd zwischen 8O und 100 Millivolt) auftrat. 

Wahrend bei diesen Hefeproben der QNa, nur geringen Schwan 
kungen unterlag (260 bis 280), schien es von. Bedeutung, zu_priifer 
inwieweit Hefezellen mit anderen Q¥2,-Werten auch zu anderen 
Potentialwerten Veranlassung geben wiirden. Hierzu wurde an erste: 
Stelle von der benutzten Hefe eine Reinkultur dargestellt und die aut 
Wiirzeagar gewachsenen Reinkulturzellen, von denen wir schon friihe: 
gefunden hatten, daB sie weniger garkraftig sind als die Zellen de 
Handelshefe, fiir den nachsten Versuch benutzt. Die dabei erhaltenen 
Ergebnisse sind in Tabelle II zusammengestellt und als Kurve a a in 
Abb. 2 graphisch reproduziert. 


Tabelle LI. 


Garung und Redoxpotential in einer Suspension von Saccharo 
myces cerevisiae (Reinkultur von Backerhefe)in Phosphatpuffer, 
PH 5,5, mit 3% Glucose in Stickstoff. 





E, in , N E,, in 
“h Zeit in Std. On2 “h 
Millivolt ecb, Millivolt 


Zeit in Std. Qha 
2 


; 189 2. 213,0 89 
233,7 111 é 995.0 89 
214.9 96 3 224.0 89 
209, 1 92 229.2 99 
210.8 90 





_ Wir sehen hieraus, daB ungeachtet dem so viel niedrigeren ORs . 
Werte, auch hier rasch das schon erwahnte Potentialniveau erreicht 
wird. Wir haben dann nach Ablauf der vierten Stunde eine kleine 
Quantitat Monojodessigsiure in das Medium gegeben und zwar so viel 
daB die Konzentration schlieBlich 1: 50000 wurde.  Obgleich dies: 
MaBnahme die Garung erheblich hemmte (8%, - 22), anderte sich 
das Potential auch wahrend 2 Stunden kaum. Dieser Versuch ver 
anlaBte uns, zu priifen, ob mit anderen Hefearten mit untereinander 


sehr verschiedenen QNs, 
2 


-Werten und auch mit der alkoholische Garung 
erregenden Pseudomonas Lindneri ebenfalls dasselbe Potentialniveau 
erreicht wurde. 

Samtliche Hefereinkulturen wurden auf Wiirzeagar geziichtet und dir 
gebildeten Hefemengen nach 2 Tagen in dem Phosphatpuffer suspendiert 
Von Pseudomonas Lindneri wurde eine Kultur in Hefeextrakt mit 1° 
Glueose nach 12 Stunden aufgearbeitet, indem die gebildeten Bakterie: 
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zentrifugiert und nach Auswaschen mit Wasser abermals abgeschleudert 
wurden. 
Die diesbeziiglichen Versuche sind in Tabelle III zusammengestellt 
worden und ebenfalls in Abb. 2 graphisch reproduziert. 


Tabelle III. 


Anaerobe Gaérung und Redoxpotential in Suspensionen von 
verschiedenen Hefearten und von Pseudomonas Lindneri in 
Phosphatpuffer, pu 5,4, mit 3°, Glucose in Stickstoff. 





Hansenula Debaryomyces Pseudomonas 
anomala globosus Lindneri 


Saccharomyces 


Mesnianes Torula dattila 


N, 
| Od, 


Zeit in 
Std. 


in 


h 
Millivolt 


N S 


VCO, od, 


, 


E,, in 
E 


Millivolt 
Millivolt 


192,2 322,5 167,6 
213,1 331, 182.6 
221.6 3112 76 1798 
220.7 95 310.2 187,1 
225,9 299, 188,8 
239.4 299, y 203,3 
232.7 95 | 304,38 81 | 216.1 
238,7 7 224.6 





Abb. 2. 
Redoxpotentiale in Suspensionen 
verschiedener Hefearten (einschl. 


Pseudomonas Lindneri) in Stickstoff. 


} _| Pseudomonas Lindneri. 
A——A Saccharomyces Marzianus. 
a A Saccharomyces cerevisiae. 

Hansenula anomala. 
@ Torula dattila. 


) 


Debaryomyces glohosus 











2 3 
Zeit in Stunden 


Wir ersehen aus Tabelle III wie auch aus Abb. 2, daB samtliche 
untersuchten Organismen nach 2 bis 2!/, Stunden ein Potentialniveau 
hervorrufen, welches in den unterschiedenen Fillen nur sehr wenig 
auseinander liegt und bei dem verwendeten py = 5,4 zwischen S80 
bis 100 Millivolt schwankt. Es sei hier nur festgestellt, daB bei An- 
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wendung anderer Glucosekonzentrationen, sowie auch bei Ersa 
der Glucose durch andere vergarbare Zuckerarten, immer praktis 
das gleiche Potentialniveauerreicht wurde. Alle diese Ergebnisse sprech: 
dafiir, da das beobachtete Potentialniveau direkt bedingt wird v: 
der Natur des vorherrschenden Stoffwechselvorganges, d.h. von «i 
alkoholischen Zuckervergérung. Zur Bestaétigung dieser Ansicht wurde 
nun Versuche angestellt, bei denen neben Garung auch Atmung auftrat 


§ 3. Das Oxydoreduktionspotential im Medium von Hefezellen bei gleich- 
zeitiger Girung und Atmung. 


Es wurde in der Einfiihrung auseinandergesetzt, daB der Zutritt 
von Sauerstoff zu den in zuckerhaltigen Medien befindlichen Hefezelley 
den Wert des Oxydoreduktionspotentials des Mediums beeinflubt. 
da er neben der Garung auch die Atmung erméglicht. In welchem Mabe 
dies zutrifft, wird ohne Zweifel von verschiedenen Faktoren bedingt 
werden und zwar wird sowohl die Natur der angewendeten Hefeart. 
d. h. die verschiedene Atmungskapazitaét der einzelnen Arten wie auch 
die Sauerstoffversorgung der Zellen hierfiir von Bedeutung sein. Was 
die Sauerstoffversorgung anlangt, wird es deutlich sein, daB unter 
den in der Warburg-Apparatur herrschenden Bedingungen sowohl die 
Sauerstofftension im Gasraume, als auch die Konzentration der Zellen 
in der Suspension, sowie unter Umstanden vielleicht auch die Schiittel. 
geschwindigkeit, das Resultat beeinflussen werden. 


Die Reproduktion genauer und beliebiger Verhaltnisse von Atmung 
und Garung ist demnach schwierig, doch ist dies gleichgiiltig, da in jedem 
Falle die Geschwindigkeiten von Atmung und Gérung zahlenmabig 
festgelegt werden. Bevor wir zur Wiedergabe der erhaltenen Ergebnisse 
iibergehen, scheint es angebracht, noch einige Bemerkungen_ betreffs 
des Wertes zu machen, welchen wir den gemessenen Potentialen bei 
Gegenwart freien Sauerstoffs zuerkennen diirfen. 


Im Idealfalle wird bei den diesbeziiglichen Versuchen mit de: 
Zugabe von Sauerstoff zum untersuchten System ausschlieBlich be 
zweckt, eine Anderung in dem Stoffwechsel hervorzurufen, in analoget 
Weise, wie dies in der vorhergehenden Arbeit von Elema, Kluyve) 
und van Dalfsen (l.c.) fiir den Fall der denitrifizierenden Bakterien 
mit Nitritzugabe an vorher nitritfrei gemachten Nahrmedien erreicht 
worden ist. Dort konnte der einwandfreie Beweis erbracht werden, dal} 
das Nitrit weder direkt die Potentialeinstellung an der Elektrode 


noch die Einstellung des im Medium vorhandenen, fiir dieses Potentia! 


verantwortlichen Redoxsystems beeinfluBte, so daB der ausgesprochenc 
EinfluB des Nitrits auf das Potential an der Elektrode bei Zugabe von 
bakterienhaltigen Medien nur auf die hervorgerufene Stoffwechsel 
anderung zurickzufiihren war. 
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Inwieweit dirfen wir nun schlieben, daB der Sauerstoff bei den 
Hefesuspensionen sich ahnlich wie das Nitrit verhalten wird? Es ist 
shwierig, auf diese Frage eine sichere Antwort zu geben. Es scheint 
nicht ausgeschlossen, da schon der direkte Kontakt der eingestellten 
Klektrode mit Sauerstoff zu Potentialanderungen Veranlassung gibt. 
Auch scheint es durchaus méglich, daB das potentialbestimmende 
Redoxsystem (das ,,Bio-Indikatorsystem’) autoxydabel ist und daher 
seine Einstellung direkt vom zutretenden Sauerstoff geandert wird. 
Doch auch wenn beide Voraussetzungen zutreffen wiirden, lieBe sich 
erwarten, daB diese Faktoren das Endresultat nur in bescheidenem 
Mabe beeinflussen werden; denn es ist zu bedenken, daB die Einstellung 
des Redoxsystems von den entgegengesetzten Tendenzen des Stoff- 
wechsels und der Autoxydation beeinfluBt werden wird, und zwar 
im MaBe der Kapazitaéten dieser Wirkungen. Dabei scheint es nicht 
zu gewagt, die Kapazitit des Stoffwechsels als tiberwiegend zu_be- 
trachten, so da} die direkte Wirkung des Sauerstoffs nur einen geringeren 
KinfluB haben wird. 

Es galt nun zu prifen, ob sich im Medium von Hefezellen, die 
in Gegenwart von Sauerstoff garen, auch nach einiger Zeit ein konstantes 
Potentialniveau einstellt. 

Dabei erwies es sich zur Erhéhung der Einstellungsgeschwindigkeit 
zweckmaBig, wiederum eine Spur eines geeigneten d.h. im_ be- 
treffenden Potentialgebiete teilweise reduzierten tedoxsystems 
zuzufiigen. Es wurde daher zuerst festgestellt, welches Potential sich 
auf die Dauer einstellt und dann der Versuch bei Anwesenheit einer 
Spur Redoxindikator (0,0001°,) ausgefiihrt. Als solche wurden in den 
verschiedenen Gebieten verwendet: Thionin, Tolylenblau, |-Naphthol- 
2-sulfonat-indo-2-6-di-chlorphenol und Bindschedlers Griin. 

Ein solcher Versuch mit Backerhefe ist in Tabelle [V wieder- 
gegeben und in Abb. 3 graphisch reproduziert worden. Dieser Versuch 
wurde gleichzeitig mit dem in Tabelle 1 mitgeteilten Versuch vor- 
genommen, und zwar sind diese Versuche vollkommen vergleichbar; 
der einzige Unterschied besteht darin, daB in einem Falle reiner Stick- 
stoff und im anderen Luft im Gasraum vorhanden war. 

Tabelle IV. 
Atmung, Gaérung und Redoxpotential in einer Suspension von 
Saccharomyces cerevisiae (kaufliche Backerhefe) in Phosphat 
puffer, pu 5.4, mit 3% Glucose in Luft. 





Os E in 
od, Millivolt 


Zeit in Os E, in Zeit in 
Std. Yo, Vcd, Millivolt Std 6 


0 = = 319 , 69,7 140.6 216 
0,5 77.6 121.5 237 ye 68,1 145.1 216 
1 72, 124.9 293 : 65.6 160,7 216 
1,5 135.0 914 
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Ein Vergleich der TabellenI und IV zeigt nun sofort, dab 
verwendete Hefe eine sehr deutliche Pasteursche Reaktion aufw 
da die in Luft auftretende relativ bedeutende Atmung die Garu 
sehr wesentlich hemmt. Der in Tabelle 1V wiedergegebene Versi) 
lehrt weiter, dab tatsachlich auch unter den gewahlten aeroben be. 
dingungen sich bald ein deutliches Potentialniveau einstellt, das jedoc| 
merklich héher gelegen ist als dasjenige unter anaeroben Bedingungen 
Wir diirfen hierin eine Bestatigung fiir die in der Einleitung ausye. 
sprochene Vermutung erblicken, daB die durch den Sauerstoff hervor- 

gerufene Anderung im Stoff- 
60 wechsel der Hefezellen sich auch 
Lh = in dem Potential des Mediums 
at auBern wird. 





i Ein guter Beweis fiir den 
engen Zusammenhang zwischen 
0\-’ a ee es der Natur der Stoffwechselvor- 

| ) gange in diesem Falle also 
Atmung und Garung — und 
Xedoxpotential im Medium 


kénnte nun in folgender Weis 


200 


160 


zl =o SS oe erbracht werden. Bei dem_ in 


Tabelle I beschriebenen Versuch 
ee ae wurde, nachdem wahrend de 
Luftzutrit - ohne 
ersten 4 Stunden vollige An- 
aerobie geherrscht hatte, Luft 
in das GarungsgefaB zugelassen 
Abb. 3. . F » . : 
ne : Unmittelbar hierauf trat eine 
Redoxpotentiale in Suspensionen von Saccha- ; , 
romyces cerevisiae (k&ufliche Backerhefe); starke Potentialsteigung auf, 
oberste Linie in Luft, unterste Linie in Stick- : Cee ee sal — 
stoff, welcher nach 4 Std. durch Luft ersetzt wobei _ h praktisc h gcaan da 
wurde. selbe Niveau wie im = aeroben 
Versuch einstellte. Dieser Sach- 
verhalt ist ebenfalls in Abb. 3 wiedergegeben worden, wahrend aus 
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Tabelle V zu ersehen ist, wie diese Potentialsteigung wiederum mit 


Tabelle V. 
Atmung, Garung und Redoxpotential in der in Tabelle I an 
gegebenen Suspension, wobei nach der vierstiindigen Anaero 
biose Luft zugelassen wurde. 





Zeit in Oo E, in Zeit in Oo E, in 
Std. Vo, Yoo, Millivolt Std. Vo, VCO, Millivol’ 


- 217 6 48.8 = 
59,0 5, 220 6.5 46,2 155.4 
53,8 221 46,2 128,2 
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einer eingreifenden Anderung im Stoffwechsel der Hefezellen verbunden 
st. Dabei ist es bemerkenswert, daB der Sauerstoffzutritt nicht nur 
die Riickkehr zum aeroben Potentialniveau bewirkt, sondern eine 
praktisch gleiche Verteilung zwischen Atmung und Garung wie im 
acroben Versuch zur Folge hat. 

Es schien uns interessant, diese Beobachtungen auf Hefezellen 
auszudehnen, die unter den gewahlten aeroben Bedingungen ein anderes 
Verhaltnis von Atmung und Garung aufweisen. Dies wurde wiederum 
zuerst bei Saccharomyces cerevisiae (Reinkultur von Backerhefe) unter- 
sucht, fiir die wir schon gefunden hatten, daB sie einerseits eine schwachere 
Garung, andererseits aber auch eine bedeutend schwachere Atmung 
als die kaufliche Hefe hat. In Tabelle VI sind die dabei erhaltenen 
Ergebnisse wiedergegeben, wahrend die beobachteten Potentiale in 
Abb. 4 graphisch reproduziert sind. 


Tabelle VI. 


Atmung, Gaérung und Redoxpotential in einer Suspension von 
Saccharomyces cerevisiae (Reinkultur von Backerhefe) in 
Phosphatpuffer, py 5,5, mit 3% Glucose in Luft. 





E, in Zeit in E, in 


Zeit in Os “h 2 Os 
Std. Yo, Yoo, Millivolt Std. Yo, Web, Millivolt 


_ _ 320 2, 44, 196.0 156 
46,3 168,4 268 : 5, 220.4 157 
47,0 152.8 213 3 yf 261,3 157 
46.9 137,0 192 ’ 267,2 158 
44,2 168.3 167 





Es ist eine Bestaétigung unserer Ansichten, daB das erreichte Po- 
tentialniveau einerseits wiederum bedeutend héher gelegen ist als 
das in Tabelle Il wiedergegebene Niveau bei derselben Hefe unter 
anaeroben Bedingungen (ebenfalls in Abb. 4 wiedergegeben), anderer- 
seits aber merklich niedriger ist als das aerobe Potentialniveau bei der 
kauflichen Backerhefe. Und zwar zeigt sich in qualitativer Uberein- 
stimmung mit der Erwartung, daB bei der Reinkulturhefe das Ver- 
haltnis zwischen Atmung und aerober Garung (Q,, : Ve3,.) im Niveau- 
stadium etwa — 0,18 ist, wihrend dieses Verhaltnis bei der kauflichen 
Hefe nur etwas niedriger als 0,5 ist. 

Unter diesen Umstanden lag es auf der Hand zu priifen, wie hoch 
das aerobe Potentialniveau bei Hefen gelegen sein wiirde, wenn die ein- 
gehaltenen Bedingungen die Atmung gegen die aerobe Garung mehr 
oder weniger vollstandig unterdriicken wiirden. Wir wahlten fiir diesen 
Versuch auf Grund unserer friiheren Erfahrungen! Saccharomyces 

1 A.J. Kluyver u. J.C. Hoogerheide, Proc. Kon. Akad. v. Wet. 36, 
596, 1933. 
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Marxianus. Die hiermit erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle V]\ 
wiedergegeben und die beobachteten Potentiale in Abb. 5 graphisc), 
reproduziert, worin zum Vergleich auch die unter anaeroben Bedi) 
gungen beobachteten, in Tabelle 11] wiedergegebenen Potentiale aui 
genommen worden sind. 
Tabelle VII. 
Atmung, Garung und Redoxpotential in einer Suspension vy: 
Saccharomyces Marxianus in Phosphatpuffer, po = 5,4, mit 3°, 
Glucose in Luft. 








Zeit ir (a) E, it Zeit i O» M) in 
ary Vo, Vod, ans ong Vo, Vcd ~* t 
0 — —_ 323 2,5 142,7 25,9 263 
0,5 143,4 19,5 314 3 140,6 24,0 259 
1 143,8 24,7 285 3,5 145,8 28,0 258 
1,5 138,9 26,6 274 4 141,6 25,6 257 

2 1427 22.9 265 | 


Auch das Ergebnis dieses Versuchs entspricht véllig den Er- 
wartungen. Das jetzt sich einstellende aerobe Niveau ist wiederum 
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Abb. 4. Abb. 5. 
Redoxpotentiale in Suspensionen von Redoxpotentiale in Suspensionen von 
Saccharomyces cerevisiae (Reinkultur von Saccharomyces Marzianus; oberste Linie 
puny: oberste Linie in Luft in Luft (Qo. : QE), = 5,0), unterste 
( Vo, ; Cd, = 0,18), unterste Linie Linie in Stickstoff. 


in Stickstoff. 
merkbar héher als in den vorhergehenden Versuchen, in Uberein 
stimmung mit dem sehr hohen Werte des Verhaltnisses zwischen 
Atmung und aerober Garung (Qo, : od, = 5,0) im Niveaustadium 
Wir haben dann versucht, Hefearten zu finden, deren aerol« 
Garung noch niedrigere Werte aufweist als Saccharomyces Marxianus 
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und zwar hofften wir, diese unter den zahlreichen asporogenen Arten 
au finden, welche auf Grund der Routineuntersuchung von den Sy- 
stematikern als nichtgarend betrachtet werden. Als solche wurden 
uns von der Assistentin der Hefeabteilung des ,,Centraalbureau voor 
Schimmelcultures**, Frl. Lodder, u. a. Torula candida Saito und Crypto- 
roccus dermatitidis Gilchrist et Stokes empfohlen. 

Wie sich aus Tabelle VIII ergibt, zeigen die beiden Arten, wenn 
man sie nach der manometrischen Methode untersucht, dennoch eine, 
wenn auch sehr schwache, aerobe Garung. 

Tabelle VIII. 
Atmung, Gérung und Redoxpotential in Suspensionen von 


Torula candida und von Cryptococcus dermatitidis in Phosphat- 
puffer, pu 5,4, mit 3% Glucose in Luft. 





Torula candida Cryptococcus dermatitidis 
— - 0; FE, in O; E,, in 
se Wo, cd, Millivolt “0, oo, Millivott 
0 — — 300 — 305 
0,5 11,9 0,0 294 39,4 3,1 297 
1 12,2 0, 285 39,4 3,1 289 
1,5 11,9 0,7 279 38,6 3,6 286 
2 13,4 2,2 277 44,0 3,1 287 
2,5 11,6 1,5 275 40,2 3,6 286 
3 13,6 Ke 276 42.5 3,1 284 
3,5 11,6 1,7 274 34,8 3,6 284 
4 13,6 1,8 273 40,9 3,6 284 


Berechnen wir nun fiir diese Hefen wiederum das Verhaltnis 
zwischen Atmung und aerober Garung (Q, : Q's) in den Niveau- 
is 


5 und fiir 
Cryptococcus dermatitidis 11,5, also noch merkbar héhere Werte als 


stadien, dann finden wir entsprechend fiir T'orula candida 


die fiir Saccharomyces Marvrianus gefundenen. In Ubereinstimmung 
hiermit sind auch die festgestellten Potentialniveaus entsprechend 
hoher gelegen. 

Die beobachteten Potentiale sind der Beschrankung wegen nur in 
die in Abb. 7 wiedergegebene Sammelfigur aufgenommen. 

Die vorangehenden Versuche lehren deutlich, daB das aerobe 


Potentialniveau — im schroffen Gegensatz zum anaeroben Potential- 
niveau — fiir verschiedene Hefereinkulturen verschieden hoch gelegen 


ist und zwar um so hoher, je mehr die Atmung vor der aeroben Garung 
vorherrscht. Es schien nun von Bedeutung festzustellen, inwieweit 
ein ahnlicher Zusammenhang zwischen dem Redoxpotential im Medium 
und dem Stoffwechseltypus zu finden sein wiirde, wenn man bei einer 
und derselben Hefeart den Stoffwechseltypus durch besondere MaB- 
nahmen andert. 

In unserer schon oben zitierten Arbeit haben wir dargetan, dab es 
durch Anwendung zunehmender, aber absolut sehr niedriger Konzen- 
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trationen von Monojodessigsiure gelingt, die aerobe Garung in 7 

nehmendem Mabe auszuschalten. Falls nun tatsachlich das Redo 

potential von dem Verhaltnis zwischen Atmung und Garung bedinyt 
wird, sollte man erwarten, daB das aerobe Potentialniveau von teilwei: 
mit Monojodessigséure vergifteten Hefezellen von der zugefiigt: 

Giftkonzentration abhangig gefunden werden wird. Ein diesbeziiglich«: 
Versuch, wobei Saccharomyces cerevisiae (Reinkultur von Backerhet 
benutzt wurde, ist in Tabelle LX wiedergegeben und die beobachteten 
Potentiale sind in Abb. 6 graphisch reproduziert. 


Tabelle IX. 
Atmung, Garung und Redoxpotential in drei Suspensionen von 
Saccharomyces cerevisiae in Phosphatpuffer, py = 5,4, mit 3‘ 
Glucose in Luft, wobei nach 4Stunden die Zellen in den 
Suspensionen durch zunehmende Konzentration von Monojod 
essigsaure vergiftet wurden. 





Zeit in 0; E,, in O» E,, in 0. E, ix 
( Qn? h ( Ox3 h r h!} 
Std. Yo. @CO. minivort, 02 | %CO2 mintivort) 02 ©O2 | Milliy 


ae ES oe PRR ee. Se eo 


Monojodessigsiure Monojodessigsaure Monojodessigsiiure 


1: 100 000 1: 50000 1: 30 000 


— — 162 — — 171 _— — 180 
45,0 | 289,6 165 58,4  208,8 190 55,9 | 120,8 | 205 
48,9 | 268,8 170 54,4 1214 193 51,5 16,9 
44,7 | 201,0| 173 52,4 87,7 198 52,0 14,5 
49,7 | 174,1 174 55,3 80,4 198 52,3 | 16,1 
50,8 | 158,4 176 50,7 . 198 — 
50,6 | 157,0 50,2 o, 200 51,4 14,7 








Abb. 6. 
Redoxpotentiale in Suspensionen von Saceha- 
romyces cerevisiae (Reinkultur von Bickerhefe) 
bei Zugabe verschiedener Konzentrationen von 
Monojodessigsiure. 
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Tatsachlich finden wir also, da der verschiedene Grad, in dem die 
Garung durch die zunehmenden Giftkonzentrationen unterdriickt 
worden ist, sich der Erwartung gemafB auch durch verschiedene Héhen 
des Potentialniveaus auBert. Mit dem Verhaltnis von Atmung und 
acrober Gaérung (Qo, : Ged,) in den Niveaustadien von 0,32, 0.67 
und 3,5 korrespondieren die Potentialniveaus von 178, 200 und 
230 Millivolt. 


§ 4. Das Oxydoreduktionspotential im Medium von Hefezellen bei 
ausschlieBlicher Atmung. 

Die in den vorhergehenden Paragraphen mitgeteilten Ergebnisse 
lassen erwarten, da} bei vélliger Aufhebung der Garung und somit bei 
ausschlieBlicher Atmung sich ebenfalls ein Potentialniveau zeigen wird, 
das dann aber héher gelegen sein wird als das héchste bis jetzt von uns 
beobachtete aerobe Niveau, das wir bei dem aeroben Stoffwechsel von 
Cryptococcus dermatitidis feststellten, wo immerhin noch eine schwache 
Garung vorhanden war. Um nun das Potentialniveau bei ausschlieB- 
licher Atmung kennenzulernen, lag der Gedanke nahe, die Glucose 
durch ein anderes, nicht vergérbares Atmungssubstrat zu ersetzen. 
Als solches schien Natriumlactat durchaus geeignet. Ein diesbeziiglicher 
Versuch, wobei kaufliche Backerhefe verwendet wurde, ist in Tabelle X 
wiedergegeben und die dabei beobachteten Potentiale sind in Abb. 7 
graphisch reproduziert worden. 


Tabelle X. 
Atmung und Redoxpotential in einer Suspension von Saccha- 
romyces cerevisiae (kaufliche Backerhefe) in Phosphatpuffer, 
PH 5,4, mit 1% Natriumlactat in Luft. 





E), in Zeit in Std. Vo Ey in 
Millivolt 2 Millivolt 


Zeit in Std. Vo. 


< 326 2.5 48,1 308 
64,5 817 : 41,2 306 
49.8 312 3, 39,5 306 
48.4 309 34.6 305 
48,1 307 





Wahrend wir auf die nahere Deutung des bei diesen Versuchen 
erhaltenen Potentialniveaus von etwa 300 Millivolt in einer spateren 
Abhandlung zuriickkommen werden, méchten wir hier nur feststellen, 
daB weitere Versuche gezeigt haben, daB dieses Niveau offenbar gianzlich 
unabhangig ist von der Natur des angewandten Substrats; sowohl 
Athylalkohol, Acetat als auch Dioxyaceton lieferten praktisch genau 
dasselbe Niveau. 
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§ 5. SchlubBbemerkungen. 

Wenn wir jetzt unsere Ergebnisse noch einmal zusammenfass: 
betrachten, diirfen wir schlieBen, daB das im Medium lebender H: 
zellen beobachtete Oxydoreduktionspotential in direktem Zusamm 
hange mit der Natur der vorherrschenden Stoffwechselprozesse, d.h. de 
Dissimilationsvorgange steht. Wahrend alle untersuchten Hefeart: 
unter anaeroben Bedingungen, also beim AusschluB der Atmung 
praktisch zum Auftreten desselben Potentialniveaus von etwa 90 Milli- 
volt veranlaBt werden, liegt bei Zutritt von Luft das sich einstellen 
Niveau in allen Fallen héher. Die Hohe des Niveaus ist von dem Ve 
haltnis Atmung: aerober Garung abhangig, sie wachst mit dem Cher. 


960 





Abb. 7 


Redoxpotentialbestimmungen in Suspensionen verschiedener 


| 
| 
Hefearten. 


< Saccharomyces cerevisiae in Lactat mit Luft 


Cryptococcus dermatitidis in Glucose mit Luft 
a) 
> - om 5 
Vo, cd, At ,6. 
Torula candida in Glueose mit Luft 
AOs at 
Vo, : Qed, 7,5. 
Saccharomyces Marzianus in Glucose mit Luft 
40 i 
: 3 = 5,0. 
Qo, Q o> = 
Saccharomyces cerevisiae in Glucose mit Luft 
0. 
. 2 met 
Qo, > Qcb, = 0,18. 
Saccharomyces cerevisiae in Glucose mit Stickstot! 


O05 
Vo, : Vcd, =U. 











Ree Gee, 
Zelt in Stunden 


wiegen der Atmung. Dabei nahert sich dann das Potentialniveau dem 
jenigen, das sich ergibt, wenn die Garung vollstandig fehlt, d. h. wem 
der Zucker durch andere nicht vergarbare Atmungssubstrate, wie z. B 
Lactat, ersetzt worden ist. Diese Sachlage wird durch Abb. 7 erlautert 
in der samtliche bei den verschiedenen Reinkulturen! beobachteten 
Potentialniveaus zusammengestellt worden sind. 

Die regelmaBige Aufeinanderfolge der verschiedenen Niveaus in 
der Reihenfolge eines zunehmenden Verhaltnisses von Atmung und 
aerober Garung erlaubt, diesen Zusammenhang ebenfalls graphiscli 
darzustellen (Abb. 8). 


1 Die fiir die kaufliche Backerhefe erhaltenen Potentialwerte sind 
hier fortgelassen, weil diese Hefe im Gegensatz zu den Reinkulturhefen dic 
Eigentiimlichkeit aufweist, daB die aerobe Garung wahrend der Versuchs- 
dauer immer noch ansteigt. 
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Man ersieht aus Abb. 8, daB es tatsachlich méglich ist, die er- 
tenen Ergebnisse in einer Kurve zu vereinigen, welche sich asymp- 


totisch dem Werte des Potentials bei ausschlieBlicher Atmung nahert. 


Hierbei fallt nur der Wert aus der Reihe, der mit Saccharomyces 
cerevisiae bei der starksten Konzentration (1: 30000) von Monojod- 
essigsaiure erhalten wurde, wobei zu beriicksichtigen ist, da hier der sehr 
niedrige Wert des Qt, die Bestimmung des Verhaltnisses von Atmung 


und Garung ziemlich unsicher macht. 


Immerhin scheint die Schlupfolgerung berechtigt, dap es im Prinzip 
moglich ist, durch die Feststellung des auftretenden Potentialniveaus 
auf den Stof fue chse Ity pus 
der Hefezellen, doh. auf das 


Verhdltnis von Atmung und 





(iirung bei diesen Zellen, 
cu schlicpen. 


In der obigen Aussage 
ist absichtlich .,im_ Prin- 
zip eingefiigt, weil selbst- oe On ee ee ee ee ee Ee ee 
Shes 5 6@F 6s One eR 
verstandlich betont werden Atmung 
Garung 
muB, da man den beob- 
Abb. & 


achteten Potentialen keinen Zusammenhang zwischen den beobachteten Poten- 
absoluten Wert beimessen tialniveaus und den Verhiltnissen von Atmung 
darf. An erster Stelle und Gurung (Qo, Qc ). 
mu} in diesem Zusammen- 
hang darauf hingewiesen werden, dab die Wasserstoffionenkonzen- 
tration im Medium) groben EinfluB auf die Héhe der auf- 
tretenden Potentiale haben wird. Aber auch wenn man die von 
uns benutzte Wasserstoffionenkonzentration (py 5.4) einhalt, wird 
man zweifellos erfahren, daB die oben wiedergegebenen Potentialwerte 
unter Bedingungen, welche von den von uns eingehaltenen mehr oder 
weniger abweichen, sich nicht voéllig quantitativ reproduzieren lassen 
werden. Vom theoretischen Standpunkt ist zwar die durch die Schiittel- 
geschwindigkeit und die Dichte der Suspension bedingte Aeration 
der Einzelzellen fiir den gefundenen Zusammenhang ohne Bedeutung, 
weil eine dadurch eintretende Anderung des Verhaltnisses von Atmung 
und Garung sich sofort auch in einer anderen Potentialeinstellung 
auBern wird. Jedoch muB an die Ausfiihrungen von S. 204 erinnert 
werden, wo betont worden ist, daB die im Medium auftretenden Oxydo- 
reduktionspotentiale, falls es sich um aerobe Verhaltnisse handelt, 
nicht ausschlieBlich vom Stoffwechsel der Zellen bedingt werden, 
sondern zweifellos auch direkt vom anwesenden Sauerstoff beeinflubt 
werden. 

14* 
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Wiirde man dann auch die Dichte der Suspensionen merk| 
geringer nehmen als es in unseren Versuchen geschehen ist, oder « 
Sauerstoffspannung in der Gasatmosphare erheblich erhéhen, da 
wiirde dieser Einflu®B sich in viel starkerem MaBe geltend mach 
Die von uns aufgefundenen Regelmabigkeiten lassen aber keinen Zweit 
daB unter den von uns eingehaltenen Bedingungen die Kapazitat cos 
Stoffwechselfaktors derjenigen des stérenden direkten Einflusses des 
Sauerstoffs bei weitem tiberwiegt. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde eine Methodik angegeben, welche erméglicht, Oxydo- 
reduktionspotentiale im Medium lebender Zellen unter Bedingungen zu 
bestimmen, die eine gleichzeitige Feststellung des Stoffwechseltypus 
dieser Zellen erlauben. Dies wurde erreicht durch das Einbringen 
einer Goldelektrode in das GarungsgefaB des Warburgschen mano- 
metrischen Apparates. 

2. Die Anwendung dieses Verfahrens auf verschiedene Hefearten 
ergab, dab in einem zuckerhaltigen, auf pu — 5,4 gepufferten Medium 
die Garung in allen Fallen das Auftreten eines Potentialniveaus von 
etwa 90 Millivolt bewirkt. Dieses Niveau zeigte sich in hohem Grade 
unabhangig von der Art der verwendeten Hefe, von der benutzten 
Zuckerart und von der Zuckerkonzentration. 

3. Falls der Stickstoff im Warburgschen Apparat durch Luft 
ersetzt wurde, wurden fiir die verschiedenen Hefearten wesentlich 
héhere Potentialniveaus festgestellt, wobei sich herausstellte, da® fiir 
die einzelnen Hefearten das Niveau desto héher gelegen war, je mehr 
unter den gewahlten Bedingungen das Verhaltnis von Atmung zu 
aerober Garung zugunsten der Atmung verschoben worden war. 

4. Fiir Hefearten mit geringer aerober Garung nahert sich der 


Wert dieses Potentialniveaus demjenigen, welcher sich in den Fallen 
ergibt, in denen dem Medium statt Zucker gairungsunfahige Atmungs- 
substrate zugesetzt werden. 


5. Es wurde darauf hingewiesen, daB es im Prinzip méglich ist 
aus den Werten des beobachteten Potentialniveaus auf die Natur der 
Stoffwechselvorginge der Hefezellen zu schlieBen. 


1 Umgekehrt wiirde eine noch héhere Zelldichte als die von uns an- 
gewandte die Stérung verringern; dies war aber in den meisten Fallen 
nicht durechfiihrbar, weil der Stoffwechsel dann zu groB wird, um noch mit 
Hilfe der Warburg-Apparatur bestimmt zu werden. 
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Die Wirkung des Follikelhormons auf Pflanzen. III. 
Von 
Walter Schoeller und Hans Goebel. 
(Aus dem Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin.) 
(Eingegangen am 15, Juni 1934.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Durch die Arbeiten von Butenandt (1) ist sichergestellt worden, 
daB die z. B. aus Palmkernriickstaénden darstellbare éstrogene Substanz 
(Tokokinin) mit dem Follikelhormon des Tierreiches, Cys H,,O,, chemisch 
identisch ist. Diese wertvolle Beobachtung hat eine Erganzung gefunden 
durch die Untersuchung von Skarzynski (2), der aus den weiblichen 
Bliiten von Weiden, den sogenannten Weidenkatzchen, die dem Follikel- 


3 


hormon nahe verwandte Trioxyverbindung von der Formel C,,H,.O0 


isolieren konnte. 

Wir haben uns in unseren ersten Mitteilungen mit der Frage be- 
schaftigt, ob solche déstrogenen Substanzen, ohne welche im Tierreich 
cine Fortpflanzung nicht méglich ist, im Pflanzenreich entsprechende 
Aufgaben zu erfiillen haben. Uns schien es wenig wahrscheinlich, dab 
diese physiologischen Qualitatsmolekiile im Stoffwechsel zwecklos 
gebildet werden, wie dies auch Butenandt in seinen wertvollen Unter- 
suchungen im Hinblick auf die weite Verbreitung der Tokokinine im 
Pflanzenreich hervorgehoben hat. Wir haben daher nachgepriift, ob 
die Entwicklung nicht etwa die Entstehung derjenigen pflanz- 
lichen Organe, die den sekundaren Geschlechtsmerkmalen des 'Tier- 
reiches entsprechen, unter dem Einfluf}S éstrogener Substanzen eine 
Forderung erfahrt. Die zunachst mit technischem Follikelhormon 
unternommenen Versuche schienen diese Vermutung zu_ bestatigen. 
Wir sind daher in unserer zweiten Mitteilung dazu iibergegangen, 
Versuche mit kristallisiertem Follikelhormon durchzuftihren, das 
damals allerdings noch eine ziemliche Kostbarkeit war. Inzwischen ist 
das reine Follikelhormon, seine Isomeren und die ihm nahestehenden 
Verbindungen leichter zuganglich geworden. Wir haben daher unsere 
Versuche in dieser Richtung fortgesetzt und sind dabei auf eine sehr 
merkwirdige Beobachtung gestoBen, die wir hier mitteilen méchten. 

Unsere ersten Versuche mit kristallinischem Follikelhormon sind 
an Kallapflanzen unternommen und in unserer zweiten Mitteilung 
beschrieben worden!. Da wir unsere urspriinglichen Beobachtungen 


1 Wir méchten bei dieser Gelegenheit zwei Druckfehler richtigstellen, 
die wir bei der Korrektur bedauerlicherweise iibersehen haben. Auf S. 226 
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mit technischem Progynon an Hyazinthen durchgefithrt hatten, 
haben wir fiir unsere weiteren Versuche mit kristallinischem Mate: 
nochmals die Hyazinthe herangezogen. Wir haben zu diesem Zwe: 
Hyazinthenzwiebeln der Sorten  ,.la Grandesse** und .,Gertrud 
unter den Versuchsbedingungen, wie sie in unserer ersten Mitteilu 


geschildert sind, und die wir unten nochmals genau angeben werd 
der Kinwirkung von kristallinisch reinem Follikelhormon, und zwar 200 
und 500 ME. pro Woche unterworfen. Da diese Versuche und di 


Kontrole 
Zwiebeln auttgeselz? 
am 1¥.83 
Yersuchstegin): 0433 


Abb. 1. 


gleichen mit Dihydro-Follikelhormon ein voéllig negatives Resultat 
ergaben, haben wir versucht, die Resorptionsbedingungen des Hormons 
durch die Wurzeln zu erleichtern. Dies geschah durch Zugabe von 
‘minimalen Mengen Natronlauge, um das Follikelhormon in sein Alkali- 
salz iiberzufiihren. Diese Versuche wurden mit 250, 560 und LO0OO ME 
durchgefiihrt und zeigten ein deutliches Optimum bei Verwendung von 
250 ME. Die Lage dieses Optimums entspricht also durchaus den 
Erfahrungen mit unserem technischen Follikelhormon Progynon. Wenn 
es auch nicht sehr wahrscheinlich war, daB die Wirkung auf dem Alkali- 
zusatz beruhte, so haben wir doch durch Kontrollversuche festgestellt, 
daB die Darreichung der gleichen Alkalimenge fiir sich allein, so gering 
(251, Heft 1 3) miissen die Daten der Abb. 1 und 2 natiirlich heiBen 20. Ja 
nuar 1932 bzw. 26. Januar 1932 und nicht umgekehrt. Auf S. 227, zweite 
Reihe oben, muB das Datum dieser Kallaversuche dementsprechend lauten 
am 20. und 26. Januar 1932°. Herr Professor Harder, Géttingen, hatte 
die Freundlichkeit, uns auf diese Druckfehler aufmerksam zu machen, 
wofiir wir ihm auch an dieser Stelle unseren besten Dank sagen. 
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ihrer Menge nach war, keinen fordernden EinfluB auf das Aufbliihen 
r Pflanzen, sondern eher eine Hemmung zeigte (Abb. 4). 
Abb. 1 zeigt den Stand des Versuehs mit 250 ME. pro Pflanze vom 


22, Januar, Abb. 2 am 25. Januar, Abb. 3 am 31. Januar 1934. 


Betrachten wir die Abbildungen genauer, so laBt Abb. 2 die gréBere 
blihfreudigkeit erkennen, wahrend aus Abb. 3 hervorgeht, daB von den 
zehn behandelten Pflanzen aus den vorhandenen Anlagen sich 19 Bliten- 
stande entwickelt haben, wahrend bei den 10 Kontrollpflanzen nur 
13 Bhitenstande zur Entwicklung kamen. 


Lwiebeln autyesetat 
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of Wasser 
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a 


Abb. 2. 


Es liegt auf der Hand, daB soleche Laboratoriumsversuche an nor- 
malen Hyazinthen schwierig sind, weil die Zwiebeln iiber einen aus- 
reichenden Vorrat an biologischen Katalvsatoren verfiigen, welche zur 
Entwicklung ihrer einzelnen Organe nétig sind. Wenn wir, wie z. B. 
am kastrierten Tier, sozusagen an hormonlosen Pflanzen arbeiten 
kénnten, wiirden die Resultate vielleicht nicht an eine so schmale 
Dosierungsgrenze gebunden sein. Daher ist es nicht zu verwundern, 
daB unsere Versuche Bestatigung (3) und Ablehnung gefunden haben. 
So haben uns Professor Virtanen in Helsingfors sowie Professor Harder 
in Géttingen dankenswerterweise mitgeteilt, daB sie unsere Versuchs- 
ergebnisse nicht bestatigen konnten. 


Um nun allen an den vorliegenden Problemen_ interessierten 


Forschern die Méglichkeit zu geben, wenigstens unsere experimentellen 


sefunde zu reproduzieren, unabhangig von ihrer theoretischen Deutung, 
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wollen wir die Anlage der Versuche in allen Einzelheiten gen: 


schildern. 
\ 


Am 1. Oktober 1933 wurden 50 Zwiebeln der Sorte ,,Gertrude™ 
der Firma ran Zanten-Holland in der iiblichen Weise auf Glaser gesetzt, « 


Kortrolle 
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Abb. 4. 


bis zu 4mm unter dem Boden der Zwiebel mit Leitungswasser gefiillt 
waren, so da der Zwiebelboden nicht in das Wasser eintauchen konnte 


Die besetzten Glaser wurden in einem dunklen Kellerraum bei einer zwischer 
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und 14° liegenden Temperatur aufgestellt. Die in Abb. 5 wiedergegebene 
ive zeigte die Schwankungen der Kellertemperatur. 


Am 20. Oktober waren die Knollen soweit bewurzelt, dafS 40 fiir den 
rsuch ausgewahlt werden konnten, wahrend 10 weniger gut bewurzelte 
Zwiebeln ausgeschieden wurden. Von den 40 Versuchspflanzen blieben 
i zur Kontrolle, 10 wurden fiir die Behandlung mit 250 ME. kristalli- 
nischem Follikelhormon pro Stiick und Woche zusammengestellt, weitere 
\0 fiir eine Dosis von 500 ME. pro Woche und weitere 10 fiir die Be- 
handlung mit L0OO ME. pro Woche. 
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Abb. 5 


Zur Herstellung der fiir die Versuche benutzten Lésungen ver- 
wendeten wir ein kristallisiertes Follikelhormon vom Schmelzpunkt 
250 bis 255° (4), welches in wasseriger Losung und sechsmaliger Unter- 
teilung, auf zwei Tage ausgewertet, eine Wirksamkeit von 1 Million RE. 
pro g zeigte. Die Zahl der ME. ermitteln wir durch Multiplikation mit 
dem Faktor 5: um auf internationale EKinheiten umzurechnen, ist unsere 
RE. mit 83 zu multiplizieren. 


200 mg des Kristallisats wurden, zum Teil auch fiir andere Versuche, 
in 40cem abs. Alkohol gelést. Von dieser alkoholischen Lésung wurden 
3,5 cem mit 3,75 cem n/10 Natronlauge vermiseht, 120 cem Wasser zugesetzt 
und 1 Stunde am Steigrohr zur Verjagung des Alkohols gekocht und nach 
dem Abkiihlen auf 125 cem aufgefiillt. 


Die erste Versuchsreihe erhielt 3,55 cem dieser Lésung, der 4 Liter 
Wasser hinzugefiigt wurden; diese 4 Liter wurden auf zehn Glaser verteilt. 
Die zweite Versuchsreihe erhielt 7,15 cem und die dritte Versuchsreihe 
14,3 cem obiger Lésung. Auf diese Weise erhielt jedes Glas der ersten Serie 
507 Kristallisat oder 250 ME. und auBerdem 407 NaOH. Jedes Glas 
der zweiten Serie erhielt somit 100+ Kristallisat und 807 NaOH, jedes 
Glas der dritten Serie 200 7 Kristallisat und 160 7 NaQH. Wahrscheinlich 
ist die Erhéhung des Alkaligehalts der Versuchsreihen 2 und 3 gegeniiber 
der Versuchsreihe 1 unnétig, was wir in kiinftigen Versuchen feststellen 
werden. Das Wasser wurde zum Ende jeder Woche entleert und frisches 
Wasser mit den entsprechenden Zusatzen neu eingefiillt. In dieser Weise 
ging der Versuch bis zum 8. Januar 1934. 


Dann wurden die Pflanzen in der Weise untersucht, dai abgetastet 
wurde, ob der Knospenstand sich aus der Zwiebel emporgehoben hatte und 
nun von den Blattern eingeschlossen wurde. War dieser Vorgang soweit 
fortgeschritten, da man unterhalb des Knospenstandes am Grunde der 
Blatter den Stiel deutlich fiihlen konnte, dann kamen diejenigen Pflanzen, 
die dieses Stadium erreicht hatten, in einen hellen, mit Milchglas abgedeckten 
Raum von normaler Temperatur. Das waren am 8. Januar 1934 vom 
nnte ersten Versuch neun Pflanzen, vom zweiten Versuch vier, vom dritten 
chen Versuch auch vier und von den Kontrollen zwei Pflanzen. 


efiillt 
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Den Zustand, in welehem die Pflanzen aus dem dunklen Raum « 
nommen wurden, zeigen wir auf Abb. 6 und 7 an einer normalen Pfla) 
welche nicht zu dem geschilderten Versuch gehért. Auf Abb. 7 ist 
besseren Kennzeichnung des Entwicklungsstadiums das vordere Bl: 
entfernt. 

Am 15. Januar konnten die letzten noch fehlenden Pflanzen des \ 
suchs | ebenfalls ans Licht gebracht werden, vom Versuch 2 und 3 je ¢ 
und von den Kontrollen zwei Pflanzen. 


Abb. 6. Abb. 7. 


Am 18. Januar kamen die restlichen Pflanzen von Versuch 2 und 3, 
sowie von den Kontrollen ans Licht, nachdem sie den in Abb. 6 und 7 


erwahnten Zustand erreicht hatten. 
Wir geben den eben geschilderten Vorgang nochmals in der folgenden 


Tabelle wieder: 





Versuch | Versuch II Versueh III Kon- 
250 ME. 500 ME. 1000 ME, trolle 


AS Y 
15. 1. 1934 . hee 1 
18. 1. 1934 . 


Sollten in dieser Schilderung unserer Versuchsanordnung noch irgend 
welche Unklarheiten vorhanden sein, so bitten wir die interessierten Kollegen, 
sich schriftlich an uns zu wenden. Wir sind jederzeit gern bereit, Auskuntt 
und Rat zu erteilen. 

Wir beabsichtigen, im kommenden Winter nach dieser Method 
nach Méglichkeit sowohl die Dihydroverbindung, das 6-Follikelhormot 





nden 
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auch das Hydrat des Follikelhormons und die Begleitstoffe, wie 
i yuilin und Hippolin, zu priifen. Ferner wollen wir prifen, ob aqui- 
ilente Mengen einfach gebauter Phenole, wie Phenol, Kresol, 
Tnaymol usw. unter Verwendung der gleichen Alkalimengen wie in 


inseren oben geschilderten Versuchen die Bliitenentwicklung der Hya- 
zinthen zu beschleunigen vermégen. 

Fiir die auslindischen Kollegen méchten wir noch besonders hervor- 
heben, daB die von uns verwendete Mauseeinheit etwa das 1.66fache der 
nternationalen ist, so daB bei Verwendung international ausgewerteter 
Priparate unsere obigen Zahlen mit 1,66 zu multiplizieren sind. 

Wir gedenken in einer vierten demnachst folgenden Mitteilung 
Versuche zu schildern, welche die praktische Seite des Problems betreffen 
und die mit deutlichem Ertolg an Tomaten, Orchideen, Fuchsien und 
Primeln zum Teil im Freiland durchgefiihrt worden sind. 


Literatur. 
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Uber die Herabsetzung des Magnesiumspiegels 
des Blutserums in vivo mittels intravenéser Einspritzung 
magnesiumfallender Substanzen. 
Von 
L. Seekles und B. Sjollema. 
(Aus dem Laboratorium fiir Medizinische Veterinarchemie der Reichs- 
Universitat Utrecht.) 
(Eingegangen am 17. Juni 1934.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bekanntlich laBt sich der Calciumspiegel des Blutserums durch 
intravenése Einspritzung oxalsaurer Salze herabsetzen. Aus unseren 
Versuchen bei Rindern! geht jedoch hervor, daB auch bei Anwesenheit 
eines verhaltnismaBig erheblichen Uberschusses an Oxalationen im 
Blutserum keine weitere Erniedrigung des Calciumgehaltes als bis 
auf etwa 3 mg-% erfolgt. Es Kénnen hier Oxalationen neben dem 
Calcium(komplex) in der Lésung vorkommen. 

Unsere friiheren Untersuchungen iiber die Biochemie des Magne- 


siums und Calciums? lieBen es erwiinscht erscheinen, auch den Magne- 
siumgehalt des Blutserums in vivo herabzusetzen. Wir stellten zu 


diesem Zweck zwei Versuchsreihen an, in denen jungen Kalbern — im 
Alter von 3 bis 5 Tagen — magnesiumfallende Substanzen intravends 
eingespritzt wurden. 

In der ersten Versuchsreihe spritzten wir eine Mischung von 
sekundirem Natriumphosphat und Ammoniak in die Vena jugularis 
ein. In der zweiten injizierten wir wasserige o-Oxychinolinsulfat- 
lésungen und — in einem Fall — unmittelbar nachher Ammoniak 


I. Versuchsreihe (Na, HPO, und NHs). 


Acht Versuchstieren wurde vor und zu bestimmten Zeitpunkten nach 
der Einspritzung Blut entnommen. Im Serum bestimmten wir Ca, Mg und 
anorganischen P in der frither angegebenen Weise? und auBerdem noch das 
pu nach der kolorimetrischen Methode?. 


Berechnungq. 

Ein Kalb von 30 kg Lebendgewicht enthalt etwa 1,5 Liter Blut, d. h. 
etwa 1 Liter Blutserum. Bei einem Mg-Gehalt von 1,75 mg-% wiirde theore 
tisch, falls kein NH, und Phosphat in die Blutzellen oder in die Ge- 
webe hineindiffundieren, etwa 50mg 25°%iges NH, und etwa 135 mg 
Na, HPO, . 2aq. geniigen, um alles Magnesium in der Form’ von 


1 LL. Seekles, B. Sjollema u. F.C. vander Kaay, diese Zeitschr. 244, 


258, 1932. — 2. Seekles u. B. Sjollema, ebenda 244, 167, 1932. —* B. Sjollema 
u. L. Seekles, ebenda 229, 358, 1930. — 4 G. E. Cullen, J. of biol. Chem 
52, 501, 1922. 
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MgNH,PO, zu fallen. Diese Mengen NH, und Na,H PO, . 2aq. 
nennen wir die .,theoretischen Mengen‘: bei einen Normalgehalt des Blut- 
serums von 1,75 mg-® Mg. Die wirklichen theoretischen Mengen, die, gelést 
in 10 bis 50 cem Wasser, eingespritzt wurden, berechneten wir, nach vorher- 
vegangener Mg-Bestimmung und Feststellung des Gewichtes des Tieres, 
aus dem gefundenen Mg-Gehalt der Serumproben, welche vor der Ein- 
spritzung entnommen waren (siehe Tabelle 1). In zwei Fallen wurden, 
zur weiteren Erhéhung der NH,-Ionenkonzentration noch bestimmte 
Mengen NH,Cl zugefiihrt. 
Tabelle I. 
Theoretische Mengen eingespritztes NH, und Na,HPO, in 
Zusammenhang mit der Anderung des Magnesium- und 
Calciumspiegels des Blutserums!. 





- Prozentsatz des Anfangswertes 
2 > 
NH Na, HPO, i: ses 


9 < ne i aise Saggy 
2 aq. Magnesium Calcium 


* 44 4,4 21 — 11,5 
** 1,5 1,5 29 
2,9 i 79 
4 10 23,5 
+ 10 + 25 14(?) 
0 14,6 8.3 
2.6 3, ) 
8 6,1 15,2 
* Auferdem noch 4,4 theoretische Mengen NH, C1. ** AuBerdem noch 1,5 theoretische 
Mengen NH,Cl. 





Magnesium. 


Bei sechs Tieren (Nr. 1, 2, 
4, 6, 7 und 8) zeigte sich in den 
ersten Minuten nach der Ein- 
spritzung eine Erniedrigung 
des Mg-Spiegels, wechselnd 
zwischen etwa 8 und 29% 
des Anfangswertes. Merk- 
wirdigerweise zeigt diese 
Senkung keinen Parallelismus 
mit den eingespritzten Mengen 
NH,und Phosphat (Tabelle I). 
Beim Versuchstier Nr. 3 wurde 
ein betrachtlicher Anstieg des 
Mg - Gehaltes festgestellt, 
dessen Ursache nicht bekannt 
ist®, Beim Tier Nr. 5 steht 
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Einspritzung sind angegeben. Abb. 1. (Resultate.) 

- 2 Diese Serumprobe wurde Magnesium- und Caleiumspiegel des Blutserums 
wiederholt untersucht, stets nach der intravenisen Na, H PO,—N H; - Ein- 
mit demselben Resultat; der oe 
Mg-Wert steht also fest. Zur Erklarung dieser Tatsache kénnte man 
an eine schnell auftretende Uberkompensation denken. 
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der Anfangswert nicht ganz fest'!. Nach den ersten Minuten trat meiste: 
wieder ein Anstieg des Mg-Wertes auf, manchmal bis tiber den Anfangs 
wert. Tier Nr. 3 bildete auch hier eine Ausnahme. 

Aus diesen Versuchen geht weiter hervor, dali auch von einer Phosphat 
injektion ohne NH, eine allerdings geringe Erniedrigung des Mg-Wertes 
ausgelést wird (Nr. 6). 


Calcium. 

Bei sechs Tieren gab es in den ersten Minuten nach der Einspritzung 
eine Erniedrigung des Calciumspiegels, die zwischen 10,5 und 26,7° 
des Anfangswertes schwankte. Diese Senkung dauerte langer als die des 
Magnesiums. Kalb Nr. 3, bei dem ein Anstieg des Mg-Gehaltes gefunden 
wurde, zeigte ebenfalls eine Steigerung des Calciumspiegels. Beim Versuchis 
tier Nr. 2 anderte sich der Ca-Gehalt fast nicht. 

Ein deutlicher Parallelismus zwischen den eingespritzten Mengen NH 
und Phosphat und der Caleiumsenkung kam nicht zutage. 


Anorganischer Phosphor. 


Kinige Minuten nach der Einspritzung wurde der anorganische Phospho: 
spiegel in fiinf Fallen entweder etwa auf derselben Hohe, oder sogar um 
einige mg-% niedriger gefunden. In den drei anderen Fallen (Nr. 4, 6 und 8) 
stellten wir Erhéhungen wechselnd zwischen 3 und 6 mg-% fest. Berechnet 
man die Phosphatmengen, welche mit dem Magnesium und dem Calcium 
vielleicht in der Form von MgNH,PO, und Ca,(PO,), — gefallt worden 
sind, so ergibt sich, daB in der Regel diese Mengen nur ganz kleine Bruch. 
teile von den eingespritzten Phosphatmengen bilden (wie aus Abb. 1 und 
Tabelle I hervorgeht*). Der gr6éBere Anteil des eingespritzten Phosphats 
verschwindet also beim normalen Tier mit sehr groBer Geschwindigkeit in 
einer noch unbekannten Weise aus der Blutbahn und entzieht sich eine: 
eventuellen Fallung durch Magnesium und Calcium. 

Wir waren wiederholt in der Lage eine der hier erérterten entgegen 
gesetzte Anderung des Serumphosphatwertes, also einen schnellen, starken 
Anstieg desselben, wahrzunehmen, und zwar beim Absterben der Tiere. 
Schon wahrend des Sterbens und besonders innerhalb der ersten Minuten 
naeh dem Tode, nimmt, nach unseren Wahrnehmungen bei Rindern, de! 
anorganische Phosphatgehalt des Blutserums sehr stark zu, manchma! 
bis auf das Vierfache und mehr. Bei der intravenésen Einspritzung von 
Phosphaten bei normalen Tieren einerseits und beim Absterben der Tiere 
andererseits, kommt also ein sehr verschiedenes Verhalten der anorganischen 
Phosphorséure ans Licht, dessen Erklarung wahrscheinlich in einer ver- 
anderten Permeabilitét samtlicher Membrane zu suchen ist. 


Das Pu- 


Das px des Blutserums vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
der NH,-Na,HPO,-Einspritzung zeigte immer nur ganz geringe oder 
gar keine Differenzen. Die Pufferkapazitat des Blutes geniigte also stets, 
um die Alkalitaét auf derselben Héhe zu halten. DaS im Puffervermégen 


1 Die Bestimmung konnte wegen Substanzmangels nicht wiederholt 
werden. — * Auf die Aufnahme dieser P-Zahlen wurde zwecks Raum- 
ersparnis verzichtet. 
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ies Blutserums eine der Ursachen fiir die unvollstandige Fallung des 
Magnesiums vorliegt, ging aus Versuchen hervor, in welchen wir in vitro 
entweder wisserige, 2mg-% Mg enthaltende MgCl,-Lésungen oder 
mittels Phosphaten — auf py = 7,36 gepufferte MgCl,-Lésungen derselben 
Mg-Konzentration mit wechselnden Mengen NH, und Na,HPO, ver- 
-etzten. In den wiasserigen Mg-Lésungen wurde die Reaktion nach 
Hinzufiigung der NH,-Phosphatmischung stark alkalisch (py > 8), bei 
den gepufferten Mg-Lésungen anderte sich nach Zugabe einer auf 
pu = 7,36 gepufferten NH,-Phosphatmischung das py nicht. Im letzten 
Falle wurde also der Zustand unserer Versuche in vivo nachgeahmt. Aus 
sechs Versuchen mit wasserigen Mg-Lésungen ging nun hervor, daB 
nach Hinzufiigung der 1,75fachen theoretischen Menge NH, und der 
1,75fachen theoretischen Menge Na,HPO, etwa 41°, des Magnesiums 
gefallt wurden. Mittels der siebenfachen theoretischen Menge NH, und der 
17,5fachen theoretischen Menge Phosphat prazipitierten bis 93,5°, des an- 
wesenden Magnesiums. Wurden jedoch auf py = 7,36 gepufferte Mg-Lésun- 
gen mit den zuletzt genannten Mengen NH, und Phosphat versetzt, so 
prazipitierte das Magnesium nicht (zwei Versuche'). 


Vergiftungssymptome. 


Es war wegen auftretender Vergiftungssymptome nicht médglich, 
den Tieren gréBere Mengen NH, und Phosphat intravenés einzufiihren. 
Die Symptome traten besonders bei der Lunge auf und gingen stets mit 
einer starken Zunahme der Atemfrequenz und Dyspnoe einher. Post 
mortem wurden meistens kleinere Blutungen, Emphysem gewisser Stellen, 
Odem oder partielle Atelektase der Alveolen festgestellt 2. 


II. Versuchsreihe (0-Oxychinolin). 


o-Oxychinolin wurde bei drei Kalbern (Nr. 9, 10 und 11) intravenés 
eingespritzt. Die zwei ersten Tiere dieser Reihe, denen die 1,5fache bzw. 
die 2,7fache theoretische Menge o-Oxychinolinsulfat ohne NH, zugefiihrt 
wurde, zeigten keinerlei Beeinflussung des Magnesiumspiegels, wiahrend 
der Caleiumwert nur um etwa 6°, nach beiden Seiten schwankte. Das 
dritte Tier erhielt die 3,5fache theoretische Menge o-Oxychinolinsulfat und 
unmittelbar nachher die 3,5fache theoretische Menge NH,. Dabei anderte 
sich nur der Mg-Gehalt, und zwar erniedrigte er sich voriibergehend 
um 15%. 

Bei einem weiteren Versuch in vitro ergab sich, daB aus einer auf 
pu = 7,36 gepufferten, 2 mg-% Mg _ enthaltenden MgCl,-Lésung kein 
Magnesium gefallt wurde nach Hinzufiigung der 1,75fachen theoreti- 
schen Mengen o-Oxychinolinsulfat und NH,. Diesen Versuch fiihrten wir 
bei 37°C aus. 

Bekanntlich setzt man bei der Mg-Bestimmung mittels o-Oxychinolin, 
zur Herbeifiihrung einer quantitativen Fallung des Mg-Komplexes, einen 
UberschuB an NH, zu, waihrend man auBerdem noch auf 80°C erhitzt. 


1 In allen Fallen wurde die GefaBwand wahrend einiger Minuten schwach 
mit einem mit einem Gummischlauch iiberzogenen Glasstab gerieben. — 
* Wir danken Dr. H. J. M. Hoogland bestens fiir die Ausfiihrung der 
Obduktionen. 
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Selbstverstandlich sind diese MaBnahmen bei Versuchen in vivo nicht méglic!). 
Weil sich ziemlich schwere Vergiftungssymptome nach der Injektion au 
lésten — besonders seitens des Herzens und der roten Blutkérperchen 
(Hamolyse) — wurden keine weiteren Versuche angestellt. 


Zusammenfassung. 


1. Mittels einer intravenésen Einspritzung einer N H,-Na,H PO,- 
Mischung bei jungen Kalbern konnte der Magnesiumspiegel des Blut- 
serums um maximal 29%, des Anfangswertes herabgesetzt werden 
Ein Parallelismus zwischen der GréBe der Herabsetzung und der Menge 
der eingespritzten Reagenzien liegt nicht vor. Bisweilen findet man 
statt einer Senkung einen Anstieg des Magnesiumwertes (Ube: 


kompensation 2). 

2. Auch der Calciumspiegel unterliegt meistens, aber nicht rege|- 
maBig, einer Erniedrigung, deren maximale GréBe in den vorliegenden 
Versuchen auf 26,7 °% festgestellt wurde. 

3. Als Hauptursachen fiir die unvollstindige Fallung des Magne- 
siums kommen die Pufferkapazitét des Blutserums und die sehr er- 
hebliche Geschwindigkeit, mit welcher die Phosphationen aus der 
Blutbahn verschwinden, in Betracht. Letztere Erscheinung§ bildet 
gewissermaBen einen Gegensatz zu dem sehr schnellen Anstieg des 
anorganischen Phosphors im Blute, den wir beim Absterben des Tieres 
(Rind) wiederholt feststellen konnten. 

4. Es gelingt nur ausnahmsweise den Magnesiumspiegel des Blut- 
serums mittels intravenéser Zufuhr von o-Oxychinolin herabzusetzen. 
Nur einmal konnten wir eine Senkung um 15%, des Anfangswertes 
feststellen. In diesem Fall war auBerdem Ammoniak eingespritzt 


worden. 
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Zur Biologie des Mehlwurms. 


III. Mitteilung!: 
Wandlungen des Fettes wihrend der Metamorphose. 


Von 
Max Beeker. 
(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung der Universitat Jena.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1934.) 


s . . . . . . . . 
Uber die Fette niederer Tiere liegen eigenartigerweise nur ver- 


haltnismaBig wenig eingehendere Untersuchungen vor. Die wohl voll- 
kommenste Bibliographie der Fette und Wachse von Griin und Halden 
verzeichnet auBerordentlich zahlreiche Analysen von Pflanzenfetten 
aller Arten, denen an Untersuchungen iiber Fette niederer Tiere, speziell 
der Insekten, nur einige wenige gegeniiberstehen. Dabei sollte gerade 
der Fettstoffwechsel der Insekten im Hinblick auf den Verlauf der 
Metamorphose (Larve, Puppe, fertiges Insekt) besonderes Interesse 
erwecken. Es erschien deshalb aussichtsreich, im Rahmen der Unter- 
suchungen ,,Zur Biologie des Mehlwurms* das Fett dieses besonders 
leicht zugainglichen Insekts einer eingehenden Erforschung zu unter- 
ziehen. Dabei wurde zunachst das Fett der Mehlwurmlarven, das in 
verhaltnismaBig groBer Menge zu gewinnen war, systematisch durch- 
analysiert und im Anschlu8 daran auch die Fette der Puppen, der 
jungen und alten Kafer durch Ermittlung der wichtigsten Konstanten 
und Kennzahlen charakterisiert. Ein Vergleich der drei Fettarten 
konnte dann die Grundlage zu SchluBfolgerungen tiber die Biologie und 
den Fettstoffwechsel der Tiere bilden, wobei die Vergleichsméglichkeit 
durch die Tatsache wesentlich erleichtert wird, daB alle drei Formen 
unter denselben Bedingungen (Milieu, Temperatur, Nahrung usw.) leben. 
_ Gewinnung des Fettes, Die Tiere werden im Extraktionsapparat durch 
UbergieBen mit Aceton getétet und dann etwa zwei Tage lang mit Aceton 
extrahiert. Nach dieser Behandlung sind die Tiere véllig wasserfrei und 
lassen sich nach Verdunsten des Acetons gut zerkleinern. Sie werden in 
der Kugelmiihle pulverisiert und nun erschépfend mit Aceton extrahiert. 
Die Extrakte werden vereinigt und das Aceton durch Abdestillieren entfernt. 
Das zuriickbleibende Gemisch von Fett und Wasser wird mit Petrolather 
ausgeschiittelt, der Petrolather verdampft, der Riickstand in Aceton auf- 
genommen und filtriert. Diese Lésung wird nochmals eingedunstet, in 
Petrolather aufgenommen und mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet. 


1 T. Mitteilung, diese Zeitschr. 227, 340, 1930; II. Mitteilung, ebenda 
232, 189, 1931. 
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Nach dem Filtrieren und Eindampfen hinterbleibt das reine Fett der Tier 
als ein bei den Larven und Puppen dunkelgelbes, bei den Kifern braunes } 
dunkelbraunes Ol. Bei lingerem Stehen bei Zimmertemperatur scheidet 
sich ein Teil der gesattigten Glyceride in kristallisierter Form ab. 

Die zur systematischen Analyse notwendigen Bestimmungen erfolgte: 
meistens nach den von Grin (Analyse der Fette und Wachse) angegebene: 
Methoden. Daneben wurden auch die Einheitsmethoden der Wissenschaft 
lichen Zentralstelle fiir Ol- und Fettforschung herangezogen, soweit. sic 
sich fiir exakte wissenschaftliche Analysen eigneten. Die Literaturangaben 
sind aus diesen Werken zu ersehen. Durch eine Reihe von Bestimmungen 
am Gesamtfett: Sdurezahl, Verseifungszahl, Unverseifbares, Glycerin, wurden 
zunachst analytische Daten gewonnen, die der Berechnung des Gehalts 
an Neutralfett, freien Fettsduren und Gesamtfettsduren zugrunde gelegt 
werden konnten. 

Das Hauptaugenmerk wurde auf die Untersuchung der Fettsauren 
gerichtet. An den Gesamtfettsiuren wurden mittleres Molekulargewicht, 
Hexabromidzahl, Jodzahl, Rhodanzahl und gesdttigte Fettséuren bestimmt. 
Aus diesen Konstanten und Kennzahlen lieBe sich schon der Anteil der 
gesaittigten Fettsiuren, sowie der Gehalt an Olsiure, Linolsiure und 
Linolensiure nach den von Kaufmann ausgearbeiteten Formeln_ be- 
rechnen. Es wurde jedoch dariiber hinaus das Vorhandensein jeder 
dieser Sauren durch Isolierung festgestellt. Zu diesem Zweck wurden 
die Gesamtsauren nach der Methode von T'witchell in feste und fliissige 
Sauren zerlegt. Zur Untersuchung auf ungesattigte Sauren wurde der 
fliissige Anteil bromiert und nacheinander das Hexabromid der «-Li- 
nolenséure in geringer Menge, das Tetrabromid der x-Linolsiure und 
das Dibromid der Olséure isoliert. 

Die Untersuchung der gesattigten Saéuren wurde nicht an den 
festen T'witchell-Siuren, sondern an den nach Bertram quantitatiy 
gewonnenen gesittigten Sauren ausgefiihrt. ,Diese stimmten in ihren 
Konstanten mit den ersteren genau iiberein und iibertrafen sie nur an 
Menge (22,6 gegen 17,5°). Die Sauren wurden in die Methylester 
iibergefiihrt und der fraktionierten Hochvakuumdestillation unter- 
worfen. Auf diese Weise konnten als Bestandteile einmal Palmitinsaure 
in weitaus iiberwiegender Menge, daneben Stearinsaure in geringer Meng: 
isoliert werden. Niedrigermolekulare Séuren waren nur in Spuren. 
héhermolekulare gar nicht vorhanden. 


Die Ergebnisse. 


A. Vollstdéndige Analyse des Fettes von Tenebriolarven. 


Gesamtfett. Brechungsindex ni) = 1,4633; Dichte D,, = 0,9170. 
¢ 


Saurezahl SZ. = 3,7; Verseifungszahl VZ. = 182,2; Jodzahl JZ. = 
Unverseifbares = 1,56%; Glycerin = 9,8 %%. 

Fettsduren. Mittleres Mol.-Gewicht = 276,4; Jodzahl = 100,1; Rhodan- 
zahl = 70,5; Hexabromidzahl = 0,95. 


V5.8. 
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Das Fett setzt sich zusammen aus: 1,82°, freien Fettsauren, 1,56 % 
Unverseifbarem, 96,62°, Neutralfett. Es enthalt: 9,8°, Glycerin; 94,4 % 
Gesamtfettsauren, davon 92,6°, verestert (als Hydrate berechnet). 

Die Fettsaiuren: 22,6 °, gesattigte Sauren (iiberwiegend Palmitinséure), 
44,7% Olséure; 32,3% Linolséure; 0,35 °% Linolensaure. 


B. Gegeniiberstellung von Larven-, Puppen- und Kdferfett. 





(Kleie) Larven Puppen Junge Kafer | Alte Kafer 


Fettgehalt. .... . | 3-4% 12-14%/ 89% 81% | 46% 
LS Se eee ee ee eee 182,1 182,2 185,9 184,0 182,1 
i SS ee eee ee 95,8 92.4 94,3 — 
Unverseitbares. . . . 50% 1,56%; 0,98% 44% 6,3 % 
MMG. der Fettsauren 276.4 276.0 277,8 278,0 
MA oh rg 8 oh ey SERIAL 100,1 98,0 101,8 120,7 

Auffallend ist bei dem Fett der Tenebriolarven zunachst der ge- 
ringe Gehalt an Unverseifbarem und der betrachtliche Anteil der ge- 
sittigten Séuren (22,6%,). Beide Tatsachen stehen sicher im Zusammen- 
hang mit den biologischen Funktionen des Fettes. Vergleichen wir die 
Fette der einzelnen Formen von Tenebrio molitor, so kénnen wir Larven- 
und Puppenfett rein 4uBerlich nicht unterscheiden. Auch das Fett der 
jungen Kafer ist den vorigen recht ahnlich, es ist nur etwas dunkler 
und enthalt mehr Unverseifbares, ein Zeichen, daB die Tatigkeit der 
inneren Organe durch die erhéhte Beweglichkeit und die Fortpflanzung 
mehr in den Vordergrund tritt. Das Fett der alten Kafer zeigt dagegen 
erhebliche Differenzen, es bildet eine fast schwarze, teerartig zihe Masse, 
bei der Unverseifbares und Jodzahl betrachtlich hdhere Werte annehmen. 
Die biologischen Ursachen dieser Differenzen beruhen in dem schon 
angedeuteten Unterschied zwischen Depot- oder Vorratsfett und Organ- 
fett, wie wir ihn etwa bei Bauchfett und Leberfett héherer Tiere, z. B. des 
Schweines, beobachten kénnen. Bei allen Tieren, ebenso beim Menschen 
ist das Fett der inneren Organe dunkler und staérker ungesattigt als das 
Depotfett. 

Ferner nimmt der Fettgehalt im Verlauf der Metamorphose standig 
ab. Die Larve des Mehlwurms speichert eine betrachtliche Fettmenge, von 
der Puppe und fertiger Kafer zehren. Bei den alten Kafern haben wir dann 
den Fall, daB die Depots erschépft sind, und wir nur noch eine geringe 
Menge Organfett von sehr dunkler Farbe und hoher Jodzahl aus ihnen 
extrahieren k6énnen. 

Zum SchluB kénnte noch die Frage von Interesse sein, welche 
Rolle das Fett der Nahrung im Stoffwechsel der Mehlwurmlarven spielt, 
ob etwa die Tiere dieses Nahrungsfett direkt aufspeichern, wie wir es 
manchmal bei anderen Tieren beobachten kénnen. 

Die Hauptnahrung der Tenebriolarven bildete bei uns die Weizenkleie. 
Nun ist es interessant, daB entfettete Kleie von den Tieren nicht angeriihrt 
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wird, wahrend sie auf Kleie, deren Starke durch Speichelverdauung, Al) 
filtrieren und Auswaschen zum gréBten Teil entfernt wurde, relativ gut 
leben und gedeihen. Andererseits ist die Fahigkeit der Tiere, die Starke 
der Nahrung auszunutzen, nicht besonders gut ausgebildet, groBe Mengen 
von Starke passieren den Darm der Larven unangegriffen und werden 
unverandert im Kot wiedergefunden. Unter diesen Umstanden kommt 
dem Fett der Kleie sicher eine gr6éRere Rolle im Stoffwechsel der Tenebrio 
larven zu, als nach dem geringen Gehalt der Kleie an Fett (3 bis 5%) zu 
erwarten ware. Um eine Vergleichsméglichkeit zu haben, wurde aus Weizen 
kleie durch Extraktion das Fett gewonnen und analysiert: 

Verseifungszah] 182,1; Unverseifbares 5,0%; Jodzahl 114,2. 

Die Resultate stimmen mit den Angaben der Literatur gut iiberein, 
so da8 wir auch fiir unser Fett die im Griin-Halden angegebenen 10% an 
gesittigten Glyceriden annehmen kénnen. Es laBt sich erkennen, daB zwar 
eine gewisse Ahnlichkeit zwischen Kleie- und Tenebriofett besteht, dai 
aber auch die Differenzen in der Jodzahl und in den gesattigten Anteilen 
zu betrachtlich sind, als daB wir einen einfachen Ubergang des Kleiefettes 
in die Fettdepots der Mehlwurmlarven annehmen kénnten. 


Experimenteller Teil. 
I. Earvenfett. 


a) Physikalische Konstanten. Der Brechungsindex wurde im Abbe- 
Refraktometer bei 40° bestimmt, da das Fett bei Zimmertemperatur in- 
folge geringfiigiger Abscheidung kristallisierter Glyceride triibe war. 


ni? = 1,4633. 


Dichte D,, = 0,9170. 
b) Chemische Untersuchung. 
1. Gesamtfett. 
Saurezahl: 3,0270 g verbr. 2,0ccm n/10 NaOH; SZ. = _ 3,7. 
Verseifungszahl: 2,0290g¢ ,, 0,3697g¢ KOH; VZ. = 182,2. 
2,0257g ,, 0,3689¢ .,, = 182,1. 
. Glycerinbestimmung (nach Willstdtter und Madinaveitia'): 
0,2102 g ergeben 0,0515 g AgJ entspr. 9,61°% Glycerin. 
Unverseifbares: 5,000 g Fett enthalt 0,0780 g entspr. 1,56% U. 
Jodzahl (Kaufmann) 0,2504 g verbr. 18,9 ccm n/10 Br; JZ. = 95,8. 
0,2586 g mn P05 25: Mile: .,, == 96,7. 


Berechnete Werte (nach Hinheitsmethoden der Wissenschaftlichen 
Zentralstelle fiir Ol- und Fettforschung) : 
Esterzahl = VZ.— SZ. = 182,2 — 3,7 = 178,5. 
Glycerin = Esterzahl x 0,0547 = 9,76%. 
100 x SZ. 370 
V.Z. der Gesamtfettséuren 203 
Neutralfett = Gesamtfett — (freie Sauren + Unverseifbares). 
= 100 — (1,82 + 1,56) = 96,62 %. 


freie Fettsauren = = 1,82 %. 


1 Ber. 45, 2825, 1912. 
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Gesamtfettsaiuren (als Hydrate berechnet) = Veresterte Fettsauren des 


Neutralfettes + freie Fettsiuren = (100 — 0,02258 x 178,5) x 96,62 + 1,82 
= 92,73 + 1,82 = 94,55 %. 


2. Fettsduren. 
Gesamtfettsdéuren: 4,4755 ¢ Fett enth. 4,2225¢ entspr. 94,49, (Hy- 
drate). MMG. und VZ. der Gesamtfettsauren. 
0,8955 g verbr. 32,4 cem n/10 KOH = 0,18I1I8g KOH; VZ. 203,0. 
MMG. = 276,4. 
MMG. der festen ,,7witchell-Sduren*: 
1,5202 g verbr. 57,7 cem n/10 KOH = 0,3237g KOH; VZ. = 213,0. 
MMG. = 263.5. 
Bestimmung der gesattigten Fettsiuren (nach Bertram): 
4,7209 g Gesamtfettsiuren enth. 1,0676 g = 22,6%. 
MMG. dieser ges. Sauren: 1,0676 g verbr.0,2272g KOH; VZ. = 212,9. 
MMG. 263,6. 
Hexabromidzahl: 15,85g Fettsiure ergeben 0,1500 g Hexabromide 
.= 178 bis 179°). Hexabromidzahl = 0,95 (0,35°, «-Linolensaure). 
Jodzahl (Kaufmann): 0,2240 g verbr. 17,65 cem n/10 Br. JZ. 100.0. 
0,2240 g as 17,7 el oe = 100,3. 
Rhodanzahl (Kaufmann): 0,2240 g verbr. 12,4cemn/10 Rh. RhZ. = 70,26. 
Orme | 388 -.-e = 70,8. 
Auswertungen und Berechnungen (nach ,,Einheitsmethoden'*). 
Olsaure: (100 — G.) — 1,104 (22. — RhZ.) 77,4 — 32,7 = 44,7 %. 
Linolsaure : (100 — G.) — 1,104 (2 RhZ, JZ.) = 77,4 — 45,1 = 32,3 %. 
Linolenséure: 1,104 RhZ. — (100 — G.) 77,8 — 77,4 0,4 %. 


Isolierung einzelner Fettsduren. 


Fir die qualitative Untersuchung kénnen mit hinreichender Ge- 
nauigkeit die fliissigen Séuren als ungesattigt angesehen werden. 15,85 g 
Fettséuren wurden deshalb nach der Bleisalz-Alkoholmethode von 
Twitchell in feste und fliissige Saéuren zerlegt und aus den Bleisalzen 


die freien Sauren wieder dargestellt. 


Das Gemenge der fliissigen Saéuren wurde nach der Vorschrift zur 
Bestimmung der Hexabromidzahl in atherischer Lésung mit Brom versetzt. 
Die ausgeschiedenen Hexabromide (0,15 g) schmolzen bei 178 bis 179° 
und waren in der 50fachen Menge heiBen Benzols vollstandig léslich. Bromide 
vierfach und héher ungesattigter Saéuren waren also nicht vorhanden. 
Die erhaltene Menge an Hexabromstearinséuren entspricht einem Gehalt 
von 0,35 % «-Linolensdure. Das atherische Filtrat wurde durch Schiitteln 
mit Thiosulfat von iiberschiissigem Brom befreit und eingedunstet. Der 
Riickstand wurde in heiBem Petrolather gelést und auf 0° abgekiihlt. 
Die Tetrabromide fielen aus und wurden abfiltriert und aus Petrolather 
umkristallisiert. Sie schmolzen bei 112 bis 113° und sind damit als Tetra- 
bromide der sogenannten «-Linolséure identifiziert. Durch Abspaltung 
des Broms mit Zink und Eisessig wurde die freie Linolsiure dargestellt. 
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Jodzahl: 0,1395 g verbr. 19,1 cem n/10 Br; JZ. = 174 (theor. 181 
Das petrolatherische Filtrat hinterlie8 beim Eindunsten die fliissige: 
Bromide. Sie wurden gleichfalls entbromt und aus ihnen die Olsdure re 
generiert. 0,2092g verbr. 14,0cem n/10 Br; JZ. = 85,1 (theor. 89,9 
Die geringe Erniedrigung der Jodzahlen durch Beimengung gesattigte: 
Sauren ist auf die nicht véllig quantitativ mégliche Trennung zuriickzu 
fiihren. 
Die festen .,7witchell-Sauren‘*‘ entsprachen einem Gehalt von 17,5 °, 
der Gesamtsiuren. Ihre Konstanten: JZ. = 1,5, VZ. = 213.0, MMG 
263,5, F. 59 bis 60°. Zur Untersuchung wurden die nach der Methode 
von Bertram dargestellten reinen gesattigten Fettséuren verwendet (22,6 %). 
Deren Konstanten waren: JZ. = 0, VZ. = 212,9, MMG. = 263,6, F. = 60". 


Dem mittleren Mol.-Gewicht nach muB die Palmitinséure in dem 
Gemisch iiberwiegen. (Berechnet 77% Palmitinséure und 23%, Stearin- 
siure, nur diese beiden Saéuren als vorhanden angenommen.) Um diese 
Annahme zu beweisen und nach dem Vorhandensein niedriger- oder 
héhermolekularer Saéuren zu suchen, wandelte ich das vorliegende 
Gemisch in die Methylester um und unterwarf diese der fraktionierten 


Hochvakuumdestillation. 


Diese Methode wurde durch die Konstruktion eines Mikro-Hochvakuum- 
destillationsapparates durch Frdnkel! und Mitarbeiter méglich gemacht. 
Das zur Verfiigung stehende Estergemisch (etwa 1000 mg) wurde zuniichst 
in drei Fraktionen zerlegt (Siedepunkte bei 0,2mm 110, 130, 150°) und jeder 
dieser drei Anteile nochmals fraktioniert. Die Fraktionen mit gleichem 
Schmelzpunkt wurden vereinigt und einer sorgfaltigen Fraktionierung 
unterworfen. 





Badtemperatur Siedepunkt ; Menge 


Fraktio1 ruck 
aktion Druck oC 0c mg 


0,4 125—130 105—110 24,5—25,5 65 
0,4 130—140 112—120 25,5—26,5 87 
0,4 145—155 125—130 27—28 310 
0,5 160—200 130—135 25,5—26 91 


Es gelang dabei, in Fraktion 3 reinen Palmitinsaéureester zu erhalten 
(F. 28°). Aber auch die niederen Fraktionen bestehen aus fast reinem 
Palmitinséiuremethylester. 

Die Anteile mit dem héchsten Siedepunkt schmolzen bei 36 bis 38° 
und erwiesen sich dadurch als Stearinséuremethylester (F. 38°). Dic 
zuerst iibergegangenen Fraktionen waren bei Zimmertemperatur (20°) 
fliissig und deuteten damit einen Gehalt an niederen Séuren an (Myristin- 
siuremethylester F. =; < 10°). Ihr Schmelzpunkt wurde schlieBlich 
mit 19° festgestellt, demnach muBten auch sie iiberwiegend aus Palmitin- 
saure bestehen und nur verhaltnismaBig geringe Mengen andere Sauren 


1 Frankel, Bielschowsky u. Thannhauser, Zeitschr. f. physiol. Chem 
218, 10, 1933. 





Zur Biologie des Mehlwurms. III. 233 


nthalten. Diese Uberlegungen wurden durch die Darstellung der 
freien Saéuren aus einzelnen Anteilen und deren titrimetrische Be- 
stimmung erhartet. 

1. Teil. Estergemisch F. = 19°, freie Saure: F. 59 bis 60°. Titration: 
48,0 mg verbr. 1,88 cem n/10 alkoh. KOH; MG. = 255,3!. 

2. Teil. Methylester F. = 27 bis 28°, freie Saure: F. = 61 bis 62°. 
Mischschmelzpunkt mit Palmitinséure: keine Depression! 


) 
5, 


II. Fett der Mehlwurmpuppen. 

Die Gewinnung und Verarbeitung erfolgte in der gleichen Weise wie 
bei dem Fett der Larven, nur beschrankte sich die Analyse auf die Er- 
mittlung der wichtigsten Konstanten und Kennzahlen. 145g etwa 3 bis 
4 Tage alte Puppen lieferten 12,86 g Fett entsprechend 8,9°,. 


Analysen. 
1. Gesamtfett. 
Saurezahl: 2,3457 g verbr. 3,5ccem n/10 NaOH; SZ. = __ 8,3. 
Verseifungszahl: 2.4635 ¢ ot 0,4578 g KOH; VZ. = 385,8. 
1,9695 g oe 0,3670¢ — ,, VZ. = 186,). 
Unverseifbares: 6,7787 g Fett enthalten 0,0630 g¢ U, entspr. 0,93 % 
Jodzahl: 0,2687 g verbr. 20,3 cem n/10 Br; JZ. 92,2 
0,1851g ,, 13,5 ,, n/10 Br; JZ. = 92,6. 


2. Fettsduren. 


Mittl. Mol.-Gewicht: 0,5700 g verbr. 20,.6cemn/10 KOH; MMG. 276,0. 
Jodzahl: 0,22552 ,, %17,35,, n/l0Br; JZ. = 97,8. 
O22002 ., V7.7 ,, n/ideee: JZ. = 98,1. 


III. Fett der jungen Mehlkadfer. 
24 g etwa 3 bis 4 Wochen alte Mehlkafer lieferten 1,95 g eines braunen 
entsprechend 8,1% Fett. 
Analysen. 
1. Gesamtfett. 
Verseifungszahl: 1,5179 g verbr. 0,2794 ¢g KOH; VZ. = 31840. 
Unverseifbares: 1,5179 g Fett enthalten 0,0667 g U, entspr. 4,4 %,. 


Jodzahl: 0,1880 g verbr. 14,0 cemn/10 Br; JZ.= 94,6. 
0,1859¢ ,, 13,75 ,, n/l0 Br; JZ. = 94,0. 


2. Fettsduren. 


Mittl. Mol.-Gewicht: 0,5724 g verbr. 20,6 eem n/1O KOH: MG. = £ 
Jodzahl: 0.20227 , 16,2 ,, n/10Br; JZ. 
0,20302 ,, 162 ,, n/lOBr; JZ. 


1 Palmitinsdaure: MG. 
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IV. Fett der alten Mehlkdfer. 

106 g iiber 10 Wochen alte Kafer lieferten 4,899 g Fett entsprechend 
4.61%. Das Fett war dunkelbraun, fast schwarz und von ziaher Konsistenz, 
Analysen. 

1. Gesamtfett. 


Verseifungszahl: 1,0325 g¢ verbr. 0,1885 g KOH; VZ. = 182.6. 
0,8648¢ , 90,157l¢g ,, VZ. = 81,7. 
Unverseifbares: 1,8973g Fett enthalten 0,1198 g U, entsprechend 6,3 %. 





2. Fettsduren. _ 

de 
MMG.: 0,3029 g verbr. 10,9 cemn/10 KOH; MMG. = 278,0. (The 
Jodzahl: 0,2155g ,, 20,4 ,, n/10 Br; JZ. = ‘ ie 


O,1ISS82 CS 16.5 ,, wre BY; 
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Zusammenfassung. 


Wahrend der Metamorphose verschwindet bei Tenebrio allmahlich 


das Reservefett. Das spezifische Organfett bleibt wbrig. 
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Uber den Mineralgehalt des elastischen Bandes. 
Von 
Edith Heisehkel. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 30.Juni 1934.) 


I. 

Die verschiedenen Formen des Stiitzgewebes sind bisher in wechseln- 
dem AusmaBe auf ihren Mineralbestand hin untersucht worden: einen 
Uberblick dariiber gibt W.Heubner in seinen zusammenfassenden 
Darstellungen tiber den Mineralstoffwechsel und den Mineralbestand 
des K6rpers (1). Wahrend fiir den Knochen derartige Analysen 
nahelagen, einerseits weil der durch andere beigemengte Gewebs- 
arten bedingte Fehler gering ist, andererseits weil Verschiedenheiten 
in Wachstum und Neubildung des Knochens (z. B. nach Frakturen) 
auf quantitative und qualitative Unterschiede in der mineralischen 
Zusammensetzung schlieBen lieBen, haben das Bindegewebe und der 
Knorpel noch wenig Gesamtanalysen ihrer Mineralbestandteile er- 
fahren, zumal sie beide weniger AnlaB gaben, einen Zusammenhang 
zwischen Zusammensetzung und Funktion zu vermuten. 

Einzelfragen, wie der Gehalt des Stiitzgewebes an bestimmten Mineralien, 
z. B. Kieselsiure, sind schon bearbeitet worden: so deuteten die Befunde 
von Hugo Schulz (2) tiber héhere Kieselsiurewerte bei jiingeren als bei alten 
Individuen auf einen Zusammenhang zwischen Mineralgehalt und Funktion. 
Versuche von Kochmann und Maier (3) bestatigten diese Annahme, indem 
sie bei kiinstlicher Anreicherung der Kieselsiure im Hautbindegewebe 
eine Erhéhung der Elastizitat nachweisen konnten. Von ahnlichen Gesichts- 
punkten aus beschaftigte sich T’impe (4) mit dem Mineralbestand und der 
Funktion des neugebildeten Bindegewebes bei der Frakturheilung. Auch 
fehlte es nicht an Versuchen, am Stiitzgewebe durch Zufuhr von Mineralien 
eine Mineralisation oder Transmineralisation im Sinne Spiros (5) zu er- 
reichen; mehrfach wurden sie an der Haut zum Studium von Entziindungs- 
vorgangen vorgenommen; beispielsweise fanden Meyer-Bisch und Heubner 
eine Verminderung des Schwefels im Gelenkknorpel des Hundes bei Schwefel- 
zufuhr (6), wahrend Birner und Schade die Vorgange des Lonenaustausches 
zwischen Blutserum und Bindegewebe untersuchten (7). 

Nach unseren bisherigen Kenntnissen hat man im Sttitzgewebe 
eines der Mineraldepots des Kérpers zu sehen, das krankhaften Ver- 
anderungen unterworfen sein kann, und das durch veranderte Mineral- 
zufuhr oder durch eine Anderung des Verhiltnisses der zugefiihrten 
Mineralien beeinfluBbar ist; die sogenannten rheumatischen  Er- 
krankungen spielen sich ja vorwiegend am Stiitzgewebe ab. Aus einer 
BeeinfluBbarkeit der Stiitzgewebe lieBe sich vielleicht die Wirkung 
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von didtetischen MaBnahmen oder von Mineralquellen-Trinkkuren be; 
den genannten Krankheiten erkléren, wie kiirzlich erst wieder Heubn:: 
betont hat (8). Um aber tiberhaupt Anderungen im Mineralbestand 
beurteilen zu kénnen, sind zuerst weitere Totalanalysen iiber den 
Mineralgehalt des Stiitzgewebes nétig; fiir das Knorpelgewebe hat eine 
solche Si/ber auf Veranlassung Heubners ausgefiihrt (9). Analog zu 
dieser Untersuchung Si/bers wurde in der vorliegenden Arbeit das 
Nackenband des Rindes als Beispiel fiir das elastische Gewebe auf seine 
mineralische Zusammensetzung hin analysiert. 


Il. 


200 g frisches, fein zerschnittenes Ligamentum nuchae (Nr. 1) wurden 
nacheinander erschépfend mit Wasser und mit n/5 Essigséure extrahiert 
Wahrend der Extraktion wurde das Nackenband in einer paraffinierten 
Glasflasche im Eisschrank aufbewahrt, in den ersten 7 Tagen alle 24 Stunden 
mit 1500 ecem neuen Wassers unter Zusatz von !/,°%, Phenolum liquefactum, 
im weiteren Verlauf der Extraktion taglich mit 600 ccm Wasser versetzt, 
die einzelnen Extraktportionen taglich abgegossen, durch Glaswolle filtriert 
und gesammelt. Alle 6 bis 8 Tage wurde eine Salzgehaltbestimmung ge- 
macht, indem 50ccm der Tagesextraktmenge in einer Platinschale ein- 
gedampft und gegliiht wurden. Der Gliihriickstand wurde jedesmal den 
Extrakten wieder hinzugefiigt. Nach 48tagiger Extraktion mit Wasser: 
wurde kein wagbarer Riickstand mehr gefunden. Die gesammelten Extrakte 
wurden in einer Quarzschale auf dem Wasserbad eingeengt, durch ein 
Ultrafilter mit Eisessigkollodiummembran filtriert und dabei 476 ccm 
eines noch organische Reste enthaltenden Extraktes gewonnen. Das Extrakt 
wurde mit Fraktion Ia bezeichnet und ohne weitere Eingriffe unmittelba 
auf Kationen und Anionen analysiert. Das Ultrafilter mit dem unlés- 
lichen Riickstand wurde verascht und getrennt analysiert (Fraktion Ib). 

Die Extraktion mit Essigséiure erfolgte in der gleichen Weise durch 
tagliche Erneuerung der zugesetzten Menge von 600 cem n/5 Saure bis zu 
Erschépfung, wozu 36 Tage nétig waren. Dje Menge des eingeengten 
Ultrafiltrats betrug 493 ccm (Fraktion Ila). Das Ultrafiltrat des Essig- 
siureextraktes wurde ebenso aufgearbeitet wie das des Wasserextraktes. 

Der Gesamtgehalt der Ultrafiltrate Ia und Ia wurde durch Eindampfen 
von je 20 cem des Filtrats, Gliihen und Wagen des Riickstandes und Um. 
rechnen auf die Gesamtmenge bestimmt. Bei dem Essigséiureextrakt 
ergab der Vergleich der durch Teilanalyse gefundenen Salzmenge mit der 
durch Eindampfen, Gliihen und Wagen festgestellten Gesamtsalzmenge 
ein Defizit von 11mg. Die Farbe des Gliihriickstandes lieB einen héheren 
Eisengehalt vermuten, was eine daraufhin ausgefiihrte Eisenbestimmung 
bestatigte. 


Die beiden nicht ultrafiltrierbaren Anteile (Fraktionen Ib und IIb) 
wurden verascht. (Zur Kontrolle wurde aus dem verwendeten Eisessig- 
kollodium nochmals ein Filter hergestellt und dieses in einer gewogenen 
Platinschale verascht; die Menge des Gliihriickstandes betrug 2,0 mg.) 
Die Asche der nicht ultrafiltrierbaren Anteiie wurde zuerst mitWasser (1). 
dann mit Salzséiure (2) ausgezogen, der Anteil der gelésten Salzmengen 
wurde bei Ib 1 und IIb 1 durch Eindampfen der Lésung und Wagen be- 
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stimmt, bei Ib 2 und I1b2 durch Eindampfen und Gliihen des Riick- 
standes. Die Salzsiureextrakte wurden nach den iiblichen Methoden 
wf Alkali-, Erdalkali-, Schwermetalle, Phosphat und Sulfat untersucht. 
Dabei wurden die in der Tabelle angegebenen Kationen und Eisen gefunden. 
Der nach der Salzsaiurebehandlung verbleibende Rest (b 3) wurde durch 
Kaliumbisulfatschmelze aufgeschlossen. Er bestand aus Eisenoxyd und 
Kieselsaure. Das hohe Gewicht der Fraktionen Ib 3 und IIb 8 ist durch 
Kieselsiure bedingt, die auf eine Beimischung von Glaswolle bei der Fil- 
tration zuruckzuftihren ist. 


Von dem stark gequollenen Riickstand des Nackenbandes, dessen 
Feuchtgewicht nach der Extraktion 512.8 g betrug, wurden 10 g¢ 150 Stunden 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, verascht und die Salze analysiert 
(Fraktion Illa). Ein geringer, in HNO, nicht l6slicher Riickstand (Kiesel- 
siure) ist dabei einbegriffen. 


Um die Zusammensetzung der bei dieser Veraschung des Riickstandes 
noch erhaltenen relativ groBen Salzmenge zu klaren, wurden nochmals 
30 g¢ des feuchten (nach der Extraktion mit Wasser und Essigséure ver- 
bliebenen) Riickstandes des Ligamentum nuchae verascht und zwar diesmal 
mit rauchender Salpeterséure. Die Asche wurde mit Wasser ausgezogen 
und in der Lésung Ca und PO, nach den unten angegebenen Methoden 
bestimmt (Fraktion IIIb). 


20 g eines anderen frischen Nackenbandes (Nr. 11) wurden im 
Platintiegel verascht und der Kieselsiuregehalt der Asche bestimmt 


(Fraktion IV). 


Zweimal 5g des gleichen frischen Nackenbandes wurden 180 Stunden 
im Trockenschrank bei 60° und im Vakuumexsikkator bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet (Fraktion V). 


II. 


Die Analyse der Salzlésungen geschah nach folgenden Methoden: 
Nach Entfernung der Erdalkalimetalle und der Phosphorséiure wurden 
Na und K dureh Abrauchen mit Schwefelsiure in Sulfat itibergefiihrt. 
Aus der Gesamtsumme des Sulfats ergab sich nach Abzug des auf andere 
Weise bestimmten Kaliumwertes das Natrium. Kalium wurde nach der 
Methode von Kramer und Tisdall (10) mit Hexanitrokobaltiatreagens gefallt 
und titrimetrisch bestimmt. [Die von Cloetta, Fischer und van der Loeff 
angegebene Kritik dieser Methode war noch nicht bekannt (11).] Calcium 
wurde als Calciumoxalat gefallt und dann durch Titration mit n/100 K MnO, 
bestimmt. Magnesium wurde nach der von Zahradnicek und Lang an- 
gegebenen Mikromethode (12) als Tropéolin-00-Salz gefallt und _ kolori- 
metrisch mit Standardlésungen bekannten Magnesiumgehalts verglichen. 
Der Chlorgehalt wurde titrimetrisch nach Volhard ermittelt. Der Chlor- 
gehalt in Lésung Ila konnte nur nephelometrisch im Vergleich zu einer 
Silberchloridlésung bekannten Chlorgehalts festgestellt werden. Das 
Phosphat wurde nach den Angaben von Neumann (13) und Jversen (14) 
mit Molybdat gefallt und alkalimetrisch titriert. Dabei wurde der Phosphor- 
ammoniummolybdatniederschlag nicht vom Filter abgewaschen, sondern 
samt dem Filter verarbeitet, wobei der durch Leerbestimmung ermittelte 
NaOH-Verbrauch des Filters beriicksichtigt wurde. Das Sulfat wurde 
gravimetrisch als BaSO, bestimmt. Das Eisen in Lésung Ila wurde gravi- 
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metrisch als Fe,O, ermittelt. Bei geringem LEisengehalt wurde das 
Eisen kolorimetrisch dureh Rotfarbung als Rhodanid nachgewiesen. lD 
in den extrahierten organischen Riicksténden  verbliebenen kleine: 
Mengen von Na, K und Ca wurden spektralanalytisch ermittelt. Be 
der Priifung auf Magnesium konnte durch ammoniakalische Ammo: 
phosphatlésung auch aus konzentrierter Lésung keine Fallung erhalten 
werden. Die Kieselsiture wurde als Siliciumtetrafluorid durch Fluo: 
wasserstoff, der aus Ammonfluorid mit konzentrierter Schwefelséure in 
Platintiegel erzeugt wurde, abgeraucht. 


IV. 


In der folgenden Ubersicht sind die Analysenresultate und zwar meist 
Mittelwerte von doppelten oder mehrfachen Bestimmungen eingetragen ; 
zwecks besserer Anschaulichkeit wurde der angegebene Mittelwert auf di: 
Gesamtmenge der analysierten Extrakte berechnet. (Die Belege iiber dic 
abgelesenen absoluten Werte finden sich unten S. 242.) 
basischen Aquivalente sind gegeniibergestellt. 


Die sauren und 


Fraktion I. 


Aus 200g Ligamentum nuchae (Nr. I) wurden gewonnen durch Wasser- 
extraktion von 48 Tagen: 








a) Ultrafiltrierbarer Anteil: 


Gewicht anorganischer und organi- 
scher Substanz 1813,6 mg. 


Kationen: 


123,8 m 
132.3 , 
28.2 ., 
oa ae 


287,0 mg 


Anionen: 


Cl . . 142,8mg 
HPO, WSs , 
80,  « B2b2.:, 


441,6mg 


Gesamtmenge 728,6 mg 


Durch Eindampfen und Glihen direkt 
festgestellte Salzmenge: 700,0 mg. 


Aquivalentgewicht in mg: 


Kationen: 


5,3 mg 
34 , 
es cl a 
My. ...°Os's 
10,3 mg 


Anionen: 


Cl. . . 40mg 
HPO, ED 
oe 


10,2 mg 


b) Nicht ultrafiltrierbarer Anteil: 


Gesamtmenge des veraschten Riick- 
standes 327,7 mg, 
davon: 1. wasserléslich 12,6 mg 
2. loslich in HCl 28,8 , 
3. unléslich in HCl 278,7 
320,1 mg 
Zu 1.: 
1Ome tO S. 
HPO, . 
SO, . 
Zu 2.: 
. 41mg > HPO, 
03. 
44mg 


19,1 mg 


19,1 mg 


Gesamtmenge 23,5 mg. 


Aquivalentgewicht in mg: 


. 0.2 mg | HPO, . 04mg 


Mg . . 0,03, 
0,23 mg 0,4 mg 


Zu 3.: Kieselsiure + Fey Oz. 


Léslicher Anteil der nicht ultrafiltrierten Salze = 5,4 % aller léslichen 


Salze. 
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Fraktion II. 
Aus (anfangs) 200g des durch Wasser erschépften Ligamentum nuchae 


(Nr. 1) wurden gewonnen durch Essigséiureextraktion von 36 Tagen: 





a) Ultrafiltrierbarer Anteil: b) Nicht ultrafiltrierbarer Anteil: 


Gewicht anorganischer und organi- Gesamtmenge des veraschten Riick- 
scher Substanz 700,1 mg. standes 83,2 mg 


Kationen: Anionen: davon 1. wasserléslich . . . 3,1 mg 
: nt 2. léslich in HC]... 28 , 
ae a mg » ‘ as mg 3. unléslich in HCl 5, 
J a a ), ” 4° ov, ” 
20,6 , SO, . . 395, 
4,2 , . 
Na. 


at Ch... 
+ HPO, 


35,9 mg 76,0 mg ae 
a.. — | 8G, 


Zusammen . 111,9mg 
FeO; ... 141 , Zu2.:Ca. . + | HPO, 
Gesamtmenge 126,0 mg Mg. . — 
Fe. . + 
Durch Eindampfen und Glihen direkt oo heal _ 
festgestellte Salzmenge: 123,3 mg. Zu 3.: FegO; + Kieselsiure. 


Aquivalentgewicht in mg: 
Kationen: Anionen: 
Na . .0,20mg | Cl. . . 004mg 
Se . «ee ¢ HPO, . 0,78 , 
CA eo S0;. . O82, 
Mg << 0,35 ” 
1, 


| 
7 mg 16 mg | 


Loéslicher Anteil der nicht ultrafiltrierten Salze = 5,0°% aller léslichen 
Salze. 
Ultrafiltrierbarer Essigsiureextrakt betragt vom Gesamtultrafiltrier- 
baren = 13,3%. 
Fraktion III. 


a) Feuchtgewicht des Ligamentum nuchae (Nr. I) nach der Extraktion 
mit Wasser und Essigséure: 512,8 g, davon ergaben 10 g nach dem Trocknen 
bis zur Gewichtskonstanz 1,776 g Trockensubstanz und nach dem Ver- 
aschen 3,7 mg Mineralstoffe, darin 


er rr o) eee 

Beate HPO, 

Oe an es * SO, 

Fe 

Die Gesamtmenge des Ligamentum nuchae ergab also nach der 

Extraktion mit Wasser und Essigsiure 91 g¢ Trockensubstanz (= 45,5% 
der urspriinglichen Frischsubstanz) und nach dem Veraschen 190 mg 
Mineralstoffe, eingeschlossen einen geringen, in Salpeterséure unléslichen 
Rest (Kieselsaéure). 


16* 
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b) 190mg Salze bestehen aus 
1. 15,4mg Ca,(PO,), (Ca 12,0 mg), 
2. 8,4 , CaO (HPO, 9,5 mg) 
und einem Rest, in dem Kieselsaure, Fe, Na, K nachweisbar waren. 

Fraktion IV. 20g frisches Ligamentum nuchae (Nr. 11) enthielte 
6,4 mg Kieselséure. 

Fraktion V. 5g frisches Ligamentum nuchae (Nr. II) enthielten 
52,2°, Wasser. [Bei der Berechnung des Wassergehalts fiir die extrahiert: 
Probe Nackenband (Nr. 1) aus der Trockensubstanz nach der Extraktioi 
und der Trockensubstanz der Ultrafiltrate kime man auf 53,3° Wasser 
die nicht ultrafiltrierbaren Anteile der Extrakte sind dabei vernachlassigt, 
der tatsichliche Wassergehalt des Nackenbandes war also noch ein wenig 
geringer, sicherlich sehr ahnlich dem der Probe Nr. II. | 

Will man die beiden Zahlen aus anderem Material (Fraktion TV und \ 
auf unser Ausgangsmaterial iibertragen, so wiirde man approximativ be- 
rechnen kénnen, daB aus annahernd 100g Trockensubstanz im Laufe der langen 
Extraktionsperiode etwa 4g organisches und 1 g anorganisches Material in 
Lésung gebracht wurden. 

v. 

Es gelang also, durch 48tagige ersch6pfende Extraktion mit Wasse1 
aus dem Nackenband etwa sieben Zehntel der gesamten Mineralstoffe 
zu gewinnen. Dabei handelte es sich hauptsaéchlich um Chloride und Sulfate 
der Alkalien und Erdalkalien, weniger um Phosphate. Ein wesentliche: 
Kationeniiberschu8 war aus den Aquivalentgewichten nicht erkennbar, 
wohl aber kann sich hinter den Analysenzahlen ein solcher verbergen: 
denn es ist im Hinblick auf den Anteil an Phosphorséureestern und Estern 
der Chondroitin- oder Mucoitinschwefelsaure (15) fraglich, ob die Be 
rechnung des gesamten Sulfats und Phosphats als zweibasisch richtig ist 
DaB das Sulfat in ultrafiltrierbarer Form vorlag, spricht nicht gegen eine 
urspriinglich vorhandene esterartige Bindung; denn sie kann wahrend de: 
Extraktion durch Hydrolyse aufgespalten worden sein (15a). 

Bei der Essigsiureextraktion wurden vor allem Calciumphosphate 
und wiederum Sulfate gewonnen, waéhrend Chlorid nur in minimalen 
Mengen vorhanden war. Der Restriickstand ‘setzte sich hauptsichlich aus 
Calciumsalzen und Kieselsiure zusammen. Die Einzelanalyse hat jedoch 
langst nicht den vollen Gewichtsbetrag ergeben, der nach der Wagung 
der Gesamtasche zu erwarten gewesen ware. Uberdies war der Betray 
an Calcium doppelt so hoch wie die aquivalente Phosphatmenge. Es bleibt 
also zu fragen, ob in diesem Riickstand ein UberschuB von Alkali an or- 
ganische kolloidale Sauren (EiweiB ?) gebunden war. 

Der gesamte siéiurelésliche Anteil der Mineralien des frischen Nacken- 
bandes, soweit er quantitativ erfaBt werden konnte, zeigt folgendes Bild: 











Kationen Anionen 
Ultrafiltrabel, Ultrafiltrabe!, 
mg-9/o Millival wasserldslich mg-9/, | Millival | wasserlislich 
% 
Na | 643 5,6 G. | 9aa-| AA 99 
K 69,4 3,6 HPO,| 689 | 27 | 58 
Ca | 269 2.7 SO, | 1824 | 55 85 
3.6 0.6 
ws a 2684 12,3 


164,2 12,5 | 
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Die Summe der Gewichte der Einzelbestandteile betragt 0,433); 
echnet man dazu 7 mg-% Fe,O, und 95 mg-°% Mineralien des Riickstandes, 
o ergibt sich als Minimum der doch wohl annahernd richtige Wert 
on 0,54% Mineralien bei einem Wassergehalt von schatzungsweise 53°. 
\uf das Wasser bezogen findet man daraus etwa | % Mineralien, einen Wert, 
ler den der Blutfliissigkeit wenig tiberschreitet; auf Trockensubstanz des 
elastischen Bandes bezogen lautet der Wert wahrscheinlich nur wenig héher. 

Der Wert des frischen und erst recht des getrockneten Nackenbandes 
in Mineralsubstanz liegt erheblich niedriger als der des Knorpels, wie er 
von Silber, aber auch von friiheren Forschern auf Grund unmittelbarer 
Veraschungen gefunden worden ist. Dies bietet Interesse wegen der stoff- 
lichen Verschiedenheit der beiden Gewebe, kann aber auch als Argument 
dafiir dienen, da8B der von mir gefundene Mineralgehalt nicht durch un- 
beachtete Abgabe aus GlasgefaéBen wesentlich verfalscht sein kann. 

Friihere Analysen von Vandegrift und Gies (16) gaben fiir die Saure- 
aquivalente ziemlich abweichende Zahlen (ihre nach Veraschung bestimmten 
Werte betragen 31 mg-% SO,, 47mg-% HPO,, 136mg-°% Cl fiir das 
frische Gewebe bei einem Wassergehalt von 58%, und einem Aschegehalt 
von 0,52%). Doch fiel auch ihnen der relativ hohe Wert des Sulfats auf. 
Bemerkenswert ist das Uberwiegen der Aquivalente des Natriums iiber die 
des Kaliums: Das Aquivalentverhaltnis Na: K betragt 1,6, ein Wert, der 
dem bisher ermittelten Verhaltnis beider Kationen in anderen Sttitzgeweben 
(Knorpel, Haut) nahesteht. Dieser Wert ist viel kleiner als in den Kérper- 
fliissigkeiten und viel gréBer als im Zellprotoplasma; er gibt den ,,Zwischen- 
substanzen*‘ in der chemischen Zusammensetzung den eigenen Charakter, 
den sie ja morphologisch besitzen. Innerhalb der verschiedenen Stiitz- 
gewebe ragt wiederum der Knorpel nach v. Bunges (17) alten und Silbers 
neueren Analysen durch einen relativ hohen Na: K-Quotienten hervor. 
Kine Eigentiimlichkeit des elastischen Gewebes ist sein hoher Gehalt an 
Calcium (33 mg-%); ein soleher wurde auch an der Aorta von Tieren beob- 
achtet, die ja relativ viel elastische Fasern enthalt (18). Interessanterweise 
ist nach Silber gerade in dem an sich leichter verkalkenden Knorpel der 
Caleiumgehalt geringer. Auffallig ist ferner der hohe Gehalt des Nacken- 
bandes an Sulfat, der die Frage nach der Rolle dieses Anions im Tierk6érper 
erneut stellen 1aBt. Kiirzlich erst wiesen Krebs und Henseleit (19) auf die 
Wichtigkeit des Sulfats fiir den Zellstoffwechsel hin, indem sie bei ihren 
Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper eine ,,physio- 
logische Nahrlésung** anwendeten, die im Gegensatz zur Warburgschen 
Lésung unter anderem Sulfat enthielt. 

Allerdings ist es ja — wie bereits erwahnt — sehr fraglich, ob die von 
mir ermittelte Menge Sulfat tatsachlich als solches im Gewebe vorhanden 
war und nicht vielmehr als Ester, etwa als Chondroitin- oder Mucoitin- 
schwefelsiure. Das Aufwerfen dieser Frage fiihrt jedoch weiter zu 
einer wichtigen Problematik, wie sie bereits von Silber erértert wurde. 
Denn sobald man annimmt, da8 ein erheblicher Teil des Sulfats urspriinglich 

als Ester vorlag, reduziert sich fiir diesen Teil die Zah] der mineralischen 
Saurediquivalente auf die Halfte. Das Defizit kénnte durch Bicarbonat 
gedeckt sein, dessen Bestimmung in unserem Extrakt leider versiumt 
wurde. Berechnet man jedoch unter der Annahme, da8 das Chlorid—Bi- 
carbonatverhaltnis das gleiche sei wie im Blutplasma die vorhandene 
Bicarbonatmenge, so kommt man auf etwa | Millival; es wiirde ebensoviel 
Millival Sulfat ersetzen, so daB also dieser Betrag als Ester zu rechnen ware. 
3,7 Millival Sulfat wiirden aber allein im Wasserextrakt dennoch als nor- 
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males Salz iibrig bleiben (im Saéureextrakt sogar 4,5). Rechnet man den 
gleichen Anteil des Bicarbonat-ions auf die gesamten mineralischen Saure- 
reste, wie er im Blut und in den K6rperfliissigkeiten zu finden ist, 
so kime man auf héchstens 2,4 Millival HCO,, so daB also immerhin noch 
2,3 Millival Sulfat allein im Wasserextrakt als Salz iibrig bleiben wiirde. 
Mindestens dieser Betrag miiBte als zweibasisch und anorganisch ge. 
rechnet werden; ein sehr erheblicher Anteil also. Bei dieser Berechnung 
ist nicht einmal beriicksichtigt, daB auch das Phosphat sicherlich nur zum 
Teil als sekundires Salz, sondern auch als einbasisches Estersaiz vor 
handen sein diirfte. Nimmt man dazu die fast véllige Ausschaltung der 
Sulfatester vom Typus des Chondroitinsulfats aus der osmotischen Wirk- 
samkeit, so muB der SchluB als zwingend anerkannt werden, daB im elasti- 
schen Gewebe reichlich anorganisches Sulfat enthalten ist. Dies macht 
wohl auch eine Nachpriifung der Befunde iiber die vorhandene Ester- 
schwefelsiure, mindestens in quantitativer Hinsicht sehr erwiinscht. Das 
Problem beriihrt ja auch sichtlich die Frage, in welcher Weise anorganisches 
Alkali im Gewebe ,,gebunden** werden kann. Ein fermentativer Ubergany 
von anorganischem Sulfat in Estersulfat wiirde ja sofort Alkali freimachen, 
der umgekehrte Vorgang Alkali binden. Die Schwefelsiure vermag ja auch 
mit der Salzsiure der Chloride viel leichter in Konkurrenz zu treten als die 
Phosphorsaéure, fiir deren Ester und Salze im iibrigen das gleiche gilt. 
Natiirlich soll durch soleche Uberlegungen der Moéglichkeit einer Alkali- 
bindung an Eiwei8kérper ohne Sulfatveresterung nicht vorgegriffen werden. 

Die oben angefiihrten Befunde iiber die mineralische Zusammensetzung 
des Nackenbandes vom Rind beziehen sich nur auf ein Individuum, und 
Schliisse auf die Zusammensetzung des elastischen Gewebes iiberhaupt 
sind daraus nur mit Vorsicht abzuleiten. Wenn man die an anderen Kérper 
geweben, z. B. der Haut, seit Lwithlen angestellten Analysen heranzieht', 
so erscheint der Mineralgehalt tierischer Gewebe von mannigfachen Ein- 
fliissen wie Alter, Jahreszeit, Nahrung, Belichtung und anderem abhangig. 
Es bedarf also noch vieler Untersuchungen, ehe man von _ bestimmten 
Durchschnittsnormen sprechen und etwa die Aufhellung krankhaften 
Geschehens durch Studien tiber die mineralische Zusammensetzung des 
Stiitzgewebes in Angriff nehmen kann. 


. 


VI. Zahlenbelege. 


Bestimmungen der Anionen von Lésung (Fraktion) la. 


Cl: Zweimal je leem der Lésung Ia mit n/50 AgNO, gefallt und mit 
n/50 Ammonrhodanid titriert. 
I. Bestimmung: verbraucht 0,44 cem n/50 Ammonrhodanid 
0,31 mg Cl. 
Il. Bestimmung: verbraucht 0,40 cem n/50 Ammonrhodanid 
= 0,29 mg Cl. 
SO,: Zweimal je 10cem mit BaCl, gefillt. 
I. Bestimmung: BaSO,-Niederschlag 11.4 mg oder SO, 
Il. F 7. Ree as 


1 Siehe die Zusammenstellung in den oben erwiéihnten zusammen- 
fassenden Darstellungen von Heubner und auch die seitdem erschienenen 
Arbeiten von Adler und Wiederhold (20), Bohnstedt (21), Loewy und Cron- 
heim (22), Nathan und Stern (23). Stern (24). 
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Viermal je 5cem mit Ammonmolybdat gefalit und mit n/10 NaOH 
titriert. 

I. Bestimmung: verbraucht 2,24 cem n/10 NaOH = 0,25 mg P. 
ak. 28-4. DIO 5 = ©6265 .. P. 
III. ae De 2025 5, P. 
IV. 2,20», nfl .,, Oe 6. Fs 


Bestimmung der Kationen von Lésung La. 
Zweimal je 10 ccm ergaben: 


I. Bestimmung: 14,35 mg Na,SO, + K,SO, 
6,20 ,, K,SO, 


8,15 mg Na,SO, = 2,64mg Na 


II. Bestimmung: 14,11 mg Na,SO, + K,SO, 
6,20 ,. K,SO, 


7,91 mg Na,SO, = 2,56mg Na 


Dreimal je 5ccm mit Hexanitrocobaltiatreagens gefallt. 
I. Bestimmung: verbraucht 19,64 cem n/100 KMnO, = 1,39 mg K 
Il. re a 19,62 ,, n/100 = = 1.39 ,, K 
~ rs 19,61 ,, n/100 Ra o- 529 .. KR 


Fiinfmal je 10cem mit Ammonoxalat gefallt. 


. IT. Bestimmung: verbrauchen 2,95 cem n/100 KMnO, = 0,59 mg Ca 
3, a7 as 2,97 ,, n/100 = = 0,59 ,, Ca 


v.. a - 2,08 . n/l®@  ,, = 0,60 ,, Ca 
Zweimal je 10 ccm ergaben im Vergleich zu einer durch Einwage 
bestimmten 2 mg-%igen MgSO,-Lésung: 


I. Bestimmung: 0,054 mg Mg 
ii = GOCE: 55 “as 


Bestimmuny der Kationen der Lésung (Fraktion) Ib 1. 
Zweimal je 2cem mit Ammonoxalat gefallt. 


I. Bestimmung: verbraucht 1,5] cem n/100 KMnO, = 0,30 mg Ca 
II. i we 1,46 ,, n/100 oe O90... 


Bestimmung der Anionen der Lésung (Fraktion) Ib 2. 
Zweimal je 2cem mit Ammonmolybdat gefallt und mit n/10 NaOH 
titriert. 
I. Bestimmung: verbraucht 4,99 cem n/10 NaOH = 0,55 mg P 
BE Pe os OR ge AO a = 0,56 ,, P 


Bestimmung der Kationen der Lésung Ib 2. 
Zweimal je 2ccm mit Ammonoxalat gefallt. 

I. Bestimmung: verbraucht 1,80 cem n/100 KMnO, = 0,36 mg Ca 
If. is a bse, m/e: -. = 0,38 ,, Ca 
Zweimal je 2cem ergaben im Vergleich zu einer durch Einwage 
bestimmten 20 mg-% igen Magnesiumsulfatlésung: 


I. Bestimmung: 0,03 mg Mg (0,030 mg) 
i, an OOF .; 5 Ost +3 
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Bestimmung der Anioncn der Lésung (Fraktion) Ila. 


Cl: 10ccem ergaben, mit AgNO, gefallt, nephelometrisch im Vergleic! 
zu einer durch Verdiinnen aus einer n/50 hergestellten und ebenso 
behandelten 0,48 mg-% igen NaCl-Lésung 0,029 mg Cl. 

Zweimal je 5cem mit Ammonmolybdat gefallt und mit n/10 NaOH 
titriert. 

I. Bestimmung: verbraucht 1,04 cem n/10 NaOH = 0,12 mg P 
Ee = # 1,02 , n/10 a = O11 , P 
Zweimal je 10 cem ergaben bei beiden Bestimmungen BaS O,-Nieder. 

schlag 1,95mg = SO, 0,80 mg. 


Bestimmung der Kationen der Lésung Ila. 
Zweimal je 10cem ergaben bei beiden Bestimmungen: 
0,6 mg Na,SO, + K,SO, 
0,29 ,, K,SO, 
0,31 mg Na,SO, = 0,l mg Na 
Zweimal je 5ccm mit Hexanitrocobaltiatreagens gefallt: 

I. Bestimmung: verbraucht 0,90 cem n/100 KMnO, = 0,064 mg K 
II. ze ao = TO ., xf 160 es = 0,065 ,, K 
Viermal je 10cem mit Ammonoxalat gefallt. 

I. Bestimmung verbraucht: 2,05 eem n/100 KMnO, = 0,41 mg Ca 
Il. oe a 2,11 ,, n/100 = =~ 0,42 ,, Ca 
IV. - ss 2,09 ,, n/100 a = 042 ..| Ca 
Zweimal je 10cem ergeben ifn Vergleich zu einer durch Einwage 
bestimmten 2 mg-%igen Magnesiumsulfatlésung: 

I. Bestimmung: 0,088 mg Mg 
II. ¥ 0,082 ,, 


’° 
50 cem ergaben, mit NH,OH gefallt: 
1,43 mg Fe,O,-Niederschlag. 
Bestimmung der Anionen und Kationen der Fraktion IIIb. 


30g Riickstand des Ligamentum, in HNO, gelést, ergibt bei der 
Ca-Bestimmung einen Verbrauch von 3,52 cem n/100 KMnO, = 0,7 mg Ca, 
bei der P-Bestimmung einen Verbrauch von 1,59 cemn/10 NaOH = 0,18 mg 
P = 0,56mg HPO,. 


Bestimmung der Kieselséure der Fraktion 1V. 
Gewicht der Asche vor der Behandlung mit NH,F 95,5 mg. 
Gewicht der Asche nach zweimal wiederholter Behandlung mit NH,F 
89,1 mg 
SiO, 6,4 mg 


Bestimmung des Wassergehalts der Fraktion V. 
Zweimal 5g Ligamentum, je 150 Stunden im Trockenschrank und 
im Vakuumexsikkator getrocknet, ergaben ein Gewicht von: 
I. Bestimmung: 2,387 g 
x. re 2,394 g 
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VII. Zusammenfassung. 

1. Im frischen Nackenband des Rindes fanden sich etwa 52° 
Wasser und 0,5°, Mineralstoffe. 

2. Der Gehalt des frischen Nackenbandes betrug etwa an 
Na > 64mg-%, K > 69mg-%, Ca > 33 mg-%, Mg 4mg-%, 
Cl > 72 mg-%, HPO, > 69 mg-%, SO, > 1382 mg-%, SiO, 32 mg-%. 
AuBerdem fand sich ziemlich viel Eisen, mehr als 5 mg-°, Fe. 

3. An diesen Zahlen ist bemerkenswert der hohe Sulfat- und der 
hohe Calciumgehalt, sowie das Uberwiegen der Aquivalente des Natriums 
iiber die des Kaliums, eine Eigentiimlichkeit aller Stiitzgewebe. 

4. Im léslichen Anteil waren Basen und Sauren im Aquivalent- 
gleichgewicht, wenn Phosphorsdure und Schwefelséure zweiwertig ge- 
rechnet wurden, was mit der anzunehmenden partiellen Esterbindung 
nicht im Einklang steht. Die aus diesem Tatbestand folgenden Probleme 
werden erortert. 


0 


5. Im Riickstand blieben merkliche Mineralmengen zuriick, unter 
denen die Basen deutlich zu tiberwiegen schienen. 
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Studien iiber Fructose- und Milehsiurestoffwechsel. 


Von 
Emanuel Sterkin und F. M. Wengerowa. 


Aus dem Pathophysiologischen Laboratorium der Medizinischen Betriebs 
Hochschule und III. Dispansaire, Charkow, UdSSR.) 
(Eingegangen am 9. Juni 1934.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


(1. Uber Lactacidimie nach peroraler Belastung mit gewissen Kohlenhydraten. 


Probleme des intermediéiren Kohlenhydratumsatzes werden oft dure: 
Bestimmung des Blutzuckers am intakten Tiere untersucht. Zweifellos 
haben Arbeiten, die in dieser Richtung betrieben wurden, viele wertvolle 
Ergebnisse geliefert, allein es gibt doch viele Seiten des Kohlenhydrat 
stoffwechsels, die durch dieses Verfahren nicht beleuchtet werden kénnen 
In dieser Hinsicht hat die Bestimmung der Milchsaéure statt des Zuckers 
groBe Vorteile, da sie ein verhaltnismaBig stabiles intermediares Produkt 
der Monosaccharidspaltung ist, und ihre Anwesenheit gestattet, den Verlaui 
analytischer und synthetischer Vorgange des Kohlenhydratstoffwechsel- 
genauer zu beurteilen. Auf Grund dieser Erwagung machten wir es uns 
in dieser Arbeit zur Aufgabe, die alimentaire Lactacidamie nach Be- 
lastungen mit einigen Kohlenhydraten zu erforschen. 

Wir gebrauchten die folgende Versuchsanordnung: Versuchstiere 
(Hunde), die gemischtes Futter erhielten, wurden 16 bis 20 Stunden nac} 
der letzten Nahrungsaufnahme mit einer bestimmten Menge Zucker (Glucose, 
Fructose, Rohrzucker, Invertzucker u. a., in Form einer 40 °,igen wasserigen, 
peroral eingefiihrten Lésung) belastet. Gew6hnlich erfolgte die erste Blut 
entnahme 5 Minuten nachdem der Hund ins Gestell gebracht worden war. 
Das frei ausstr6mende Blut wurde aus der Randvene des Ohres entnommen, 
durch Oxalat und Fluorid vor Gerinnung und Glykolyse geschiitzt, mit 
Trichloressigsiure enteiweiBt und sein Gehalt an Milchséure nach Fiirth 
Charnass (von Hirsch-Kaufmann und nach Lehnartz (1) modifiziertes Ver 
fahren) bestimmt. 

Um die GewiBheit zu haben, daB die Zuckerresorption bei der Belastung 
in normaler Weise verlauft, wurde in einer Reihe von Versuchen neben 
Milchsdure auch noch der Blutzucker nach Hagedorn-Jensen bestimmt 
Mit peroraler Belastung wurden 40 Versuche an acht Hunden angestellt. 
In den Fallen, wo die Versuchsergebnisse denselben Typus aufwiesen, 
bringt die Tabelle I Durchschnittswerte. 


Aus den sechs Versuchen mit Glucose (Tabelle I) geht hervor. 
daB die Belastung mit Traubenzucker per os keine bestimmte Kurv: 
der Lactacidimie zeitigt; im Durchschnitt blieb der Milchsduregehalt 
fast unverdndert. 

Bei zweifacher Belastung mit Glucose nach Staub (siehe Tabelle I] 
hat sich der Charakter des Verlaufs der Kurve nicht verdandert. 
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Tabelle I. 


Blutmilehsaure in mg-®% nach Belastung mit Glucose, Lactose, 
Maltose und Wasser. 





Blutmilchsadure in mg-°/o 


nl ame wee o's 


30 60 90 120. 180; 240 Anmerkung 


Durehschnitts- 


werte aus den | lastung vor der Min. Min. Min. Min. Min.) Min. 
Versuchen Nr. mit Be- Par By Raed Denctatel Hee 
lastung nach der Belastung 


1, 2, 3, 4, 5,6 30 ¢ 18,8 20,8 19,7,17,7,12,0 —  — |In einzelnen Versuchen 
Glucose gab es Verschiebungen 
im Sinne einer Hypo- 
bzw. Hyperlactacid- 
amie ; maximal + 25 9/». 
12, 13, 14 50 g ‘ 14,4:12.3, — 11,0 10,4 11,1 
Lactose 
30 ¢g 25, 24,3'23,8| — 20,6 — 
Maltose 
Wasser BF ti - 6,4 — | 6,8 


Tabelle II. 
Blutmilchsaure in mg-°% bei zweifacher Belastung mit Glucose. 
(Durchschnittswerte aus den Versuchen 7, 8, 9.) 





‘ ; Milchsaure Milchsdéure nach zweiter 
Milchsaure Erste 30 Min. nach Zweite Relastung 

vor der Belastung der ersten Belastung —— : 
Belastung Belastung 30 Min. | 60 Min. 120 Min. 


20,1 30 ¢ Glucose 21,3 30g Glucose 20,9 19,1 16,8 
Tabelle ITT. 


Blutmilchsaure nach Einfiihrung von Insulin und 
Insulin + Giucose. 





Milchsd&ure 


Milchsdure , 
nach Insulinzufuhr 


vor der 
Belastung 30 Min. 60 Min. 


Nr. Nr. 
des des 
Versuchs Hundes 


Insulin 
eingefiihrt eemootnie 
120 Min. 
10 10 Einheiten 18,0 21,0 23,9 19,0 
11 20 Einheiten 
+25¢ Glucose 18,0 18,0 17,8 


Da nach Staub bekannt ist, daB die besondere Bedeutung der zwei- 
fachen Belastung zum Unterschied von der einmaligen in einer Ausscheidung 
groBer Insulinmengen besteht, stellten wir noch zwei Komplementiar- 
versuche an (siehe Tabelle III); in dem einen (Nr. 11) wurden einem Hunde 
subeutan 20 Einh. Insulin und gleichzeitig per os 25 g Glucose eingefiihrt. 
Insulin iibte seine Wirkung aus, wie aus der entstandenen Hypoglykaimie 
zu erkennen war. Der Milchsaurespiegel anderte sich aber keineswegs; der 
Kontrollversuch 10 zeigt, daB auch das Insulin selbst keinen betrachtlichen 
Einflu8 auf den Gehalt des Blutes an Milchsaure ausgeiibt hat. 
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sucker im Darm au pe rordentlich schnell, da die Hauptmeng davon bin 
héchstens 10 Minuten invertiert wird; bereits 15 Minuten nach der Belastu 
erreicht die Lactacidamie fast ihr Maximum, wobei der Anstieg der Ku 
zu dieser Zeit dem nach Belastungen mit Invertzucker keineswegs nachast: 


II. Lactacidimie bei sukzessiven mehrfachen Belastungen mit Invertzucker 
bzw. Fructose. 
Wie aus Abb. 1 und 2 hervorgeht, tragt die Lactacidimie na 
Belastungen mit Invertzucker bzw. Fructose einen deutlich nachweis- 
baren Zweiphasencharakter. Ein derartiger Verlauf der Kurve in zwei 


Phasen, wobei die initiale hyperlactacidamische Phase von einer hypo 


lactacidimischen Phase abgelést wird, stellt ein haufiges Ereignis 
dar und ist in der experimentellen 
40 und in der klinischen Medizin wohl. 
bekannt. 
30 
Die Kurve der alimentaren Gly 
24-4 kémie mit ihrem deutlich ausgepragten 
zweiphasigen Verlauf stellt ein an 
10 10 J schauliches, eingehend untersuchtes 
QD 30'60' 90' 120’ 0 30’ 60' 90’ Beispiel dar. Hierher gehért auch 
Abb. 1. Abb. 2 die von Zondek und Ukko zuerst fest 
a Belastung mit A Intravenése Injek- gestellte Tatsache, daB die Hor 
Invertzucker. tion von Fructose. 
o—o Blutmilch- o—o Blutmilch- : . . 
siure in mg-°/» siiure in mg-°/, Die Feststellung des Gesetzes des 
(aus Tabelle I, (aus Tabelle VI). zweiphasigen Verlaufs ist natiirlich 
Versuch Nr. 38) 








monalwirkung zwei Phasen aufweist 


noch keine Erklarung dieses Vor 
ganges; es unterliegt keinem Zweifel, 
da in jedem Einzelfall diese GesetzmaBigkeiten einen ganz bestimmten, 
selbstregulierenden Mechanismus als Basis haben; Aufgabe vorliegende 
Arbeit soll es sein, diesen Mechanismus aufzudecken. 

Der Mechanismus, der den Blutzuckerspiegel regelt, ist fast voll 
stindig bekannt. Durch die komplizierten Versuche einer Reihe von 
Forsehern (Pollak, La-Barre, Zunz, Destrée u. a.) ist der Nachweis gelungen, 
‘daB der Blutzucker einen physiologisch verhaltnismaBig adaquaten Reiz 
dem Inselapparat gegeniiber abgibt und méglicherweise auch das Adrenal 
system hemmt. Hierdurch wird der Mechanismus des zweiphasigen Verlauts 
der alimentaren Glykamie in ersché6pfender Weise erklart und es wird auch 
klar, wie die Hyperglykamie in diesem Falle, indem sie sich in einer be 
stimmten Richtung hin entwickelt, selbst zur entgegengesetzten Erscheinung, 
der Hypoglykamie, fiihrt. Es wird ebenfalls verstandlich, daB diese Eigen 
tiimlichkeit keineswegs konstant fiir diesen Vorgang ist, sondern unmittelba: 
auf die Entwicklungsgesetze des Prozesses zuriickzufiihren ist. 

Auch der Mechanismus des sogenannten Effektes von Staub-Traugott, 
bei dem die wiederholte sukzessive zweimalige Glucosebelastung eine geringer 
Hyperglykamie hervorruft, als eine einmalige Belastung, d. h. der wiederho!t 
in den Organismus eingefiihrte Zucker in dem Augenblick dorthin gelangt, 
wenn der bei der ersten Belastung einverleibte Zucker eine gesteigerte Insulin 
produktion bedingt; auch diese Erscheinung mu auf die gleiche Weise 
erklart werden. Offenbar bildet die erwahnte Erscheinung einen Sonderfa!! 
der selbstregulatorischen Vorgange und ist ebenfalls weit verbreitet. 
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In jiingster Zeit hat diese GesetzmaBigkeit in dem sogenannten ,,Aus- 
rangswertgesetz** von Wilder (9) eine bestimmte Formulierung gefunden. 
Dieses Gesetz lautet: je héher der Ausgangswert ist, desto geringer ist sein 
.paterer Anstieg unter Einwirkung irgendwelcher erregender Agentien, und 
desto starker wird die Reagierbarkeit auf herabsetzende Faktoren sein. 

So hat Wilder beispielsweise festgestellt, daB die Zunahme des Blut- 
druckes und der Pulsfrequenz nach Adrenalineinfiihrung um so bedeutender 
waren, je geringer ihre Ausgangswerte gewesen waren, was auch umgekehrt 
gilt. Viele derartige Beispiele sind auch in der Arbeit von Leites (10) iiber 
Die Regel des Ausgangszustandes“ angefiihrt. 

Alles dies interessiert uns wegen der Méglichkeit, Gesetzmabig- 
keiten im Verlaufe der lactacidiémischen Kurve nach Alimentarbe- 
lastungen mit Invertzucker bzw. Fructose aufzudecken. 

Wahrscheinlich ist auch in diesem Falle ein derartiger Mechanismus 
denkbar, d.h. es ist méglich, daB der Anstieg des Milchsiurewertes 
an und fiir sich einen Faktor darstellt, der eine Herabsetzung dieses 
Wertes im Gefolge hat, was auch umgekehrt gilt. Unsere Aufgabe 
bestand daher vor allem darin, die Bedeutung des Milchsaurespiegels 
fir den Verlauf der Lactacidémie nachzuweisen. 

In dieser Beziehung liegen einige Befunde vor, die uns Beobachtungen 
des zweiphasigen Verlaufs der alimentaren Lactacidaimie liefern, namlich: 
Verinderungen des Milchsaéurespiegels im Blute, die als Folge des ver- 
anderten Verhaltnisses zwischen Milchséiureproduktion und Schwund 
zustandekommen. In unserem Falle ist die Produktionssteigerung an einen 
verhaltnismaBig rasch erfolgenden Abbau der Fructose bis zur Milchsaéure 
gebunden. Offenbar geht die Bildung der Milchsaéure in der ersten hyper- 
lactacidamischen Phase rascher vor sich als ihr Schwund (durch Ver- 
brennen und Resynthese zu Glykogen). In der Folge wird die Fructose- 
zufuhr und die Milchséurebildung immer geringer und geringer, der Abbau 
derselben wird dagegen immer rascher erfolgen und fangt an, den Zuwachs 
zu tibertreffen, was sich darin duBert, daB der Milchsaéurespiegel bis zum 
Initialwert und sogar darunter sinkt. Die rasche Abnahme der Milchsaure 
unterhalb den Ausgangswert laBt annehmen, daB von dem Augenblick 
der Hyperlactacidimie an entweder der Milchséureabbau in intensiverer 
Weise als in der Norm vor sich geht (so daB8 wir es folglich mit der Er- 
scheinung der sogenannten iibermaBigen Kompensation zu tun hatten), oder 
aber, daB die Bildung der Milchsaéure herabgesetzt wird. 


Aus diesen Erwagungen heraus (aber auch in Analogie zu den 
Befunden beziiglich des Mechanismus der Regelung des Blutzucker- 


spiegels) diirfen wir annehmen, daB die Milchsaure selbst ein Faktor 
ist, der den Verlauf der Lactacidamie beeinfluBt. 
Diese Vermutung bedarf aber noch spezieller Beweise. 


Zur Lésung dieser Frage hielten wir es fiir ausreichend, den EinfluB 
festzustellen, den das Initialniveau der Milchséure auf den Verlauf 
der Lactacidamie ausiibt. Zu diesem Zweck wahlten wir die Methode 
der mehrmaligen Belastungen, die nach dem Typus der doppelten Be- 
lastung von Staub- Traugott derart ausgefiihrt wurden, bei der jede nach- 
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folgende Belastung zu einer Zeit stattfand, zu der die Wirkung de: 
vorhergegangenen Belastung noch fortbestand. 


Wie aus der eingangs angefiihrten Kurve der Lactacidaémie nac}; 
einmaliger Invertzuckerbelastung (2 g pro kg) hervorgeht, beobachtete man 
den héchsten Anstieg zwischen 30 und 60 Minuten. Daher wurden dic 
Belastungen alle 30 Minuten wiederholt, in einigen Versuchen nach 
60 Minuten. 


Es wurden im ganzen 15 Versuche mit mehrmaligen peroralen Invert 
zuckerbelastungen ausgefiihrt, wobei jedesmal 2g pro kg Ké6rpergewiclit 
genommen wurden; auBerdem wurden fiinf Versuche gemacht, in denen 
mehrmals intravenése Fructoseinjektionen (1,5 g pro kg K6rpergewicht} 

erfolgten. Die Ergebnisse typischer Ve 
mg % suche werden auf Abb. 3, 4, 5, 6 und 7 
0 T graphisch dargestellt. 





In der Abb. 3 ist ein Versuch mit 
viermaliger Belastung angefiihrt, wobei 
die Belastungen mit Zwischenriumen 
von je 60 Minuten aufeinander folgten. 
Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, 
bewirkt jede folgende Belastung eine 
Steigerung des Milchsaéurespiegels, und 
. die Gesamtkurve besteht aus einer 
720’ 10’ 240’ 300’ Reihe von ,,Spitzen“, deren Zahl der- 
ao. 5. jenigen der Belastungen gleichkommt, 











a-Belastung mit Invertzucker. on ° ‘ 
o—o Blutmilchsiure inmg-9/,;  WObei jedoch die Gesamtdauer der Lac- 


Versuch Nr. 3. tacidamie geringer ist als die Summe 
der Zeitabschnitte, in denen Lactacidimic 
bestanden hatte, wenn man die gleiche Zahl der Belastungen einzeln 
vorgenommen hatte (offenbar wird hierbei die Bildung der Milch- 
siure hintangehalten oder der Verbrauch derselben gesteigert). Alle 
diese Versuche sind jedoch nicht iiberzeugend, da die nach jeder 
Stunde wiederholten Belastungen nicht zur Zeit des maximalen An- 
stieges der Milchsiure nach der vorhergegangenen Belastung, sondern 
dann erfolgten, als die Kurve der Milchséure bereits im Begriffe 
war, zu sinken. Daher gingen wir in der Folge dazu iiber, unsere Be- 
lastungen alle 30 Minuten einmal auszufiihren. 


Abb. 4 zeigt einen der anschaulichen Versuche mit doppelter 
Belastung bei Zwischenriumen von 30 Minuten. 


In diesem Versuch stieg die Milchséiure nach der ersten Belastung 
um 347°, wahrend die zweite, nach 30 Minuten gemachte Belastung 
nur cinen Anstieg von 6°, zur Folge hatte. In diesem Versuch ist det 
unbedeutende Anstieg der Milchsiure nach der zweiten Belastung 
deutlich zu sehen; er ist darauf zuriickzufiihren, daB diese Belastung 
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zur Zeit erfolgte, als der Milchséurespiegel verhaltnismaBig hoch war 
(G0 mg-%). 
AuBerdem geht aus diesen drei Versuchen mit doppelter Belastung 
noch die Tatsache hervor, da die Dauer der Lactacidimie 
in diesen Experimenten durchschnittlich der Dauer derselben bei 
cinmaligen Belastungen gleichkam. Spater belasteten wir mehrmals, 
um einen gréBeren Anstieg des Milchséurewertes zu erzielen. Auf 
Abb. 5 und 6 sind die typischsten Versuche mit vier- und _fiinf- 
maligen Belastungen nach je 30 Minuten dargestellt. 

In den Versuchen 9 und 10 waren die Ausgangswerte nicht groB, 
nach drei Belastungen stieg der Milchsdurewert steil bis auf 56 bis 
68 mg-%, an, die vierte Be- 
lastung zeitigte eine parado xe 0 ” 
Reaktion anstatt des | 
iiblichen Anstieges erfolgte 
nun ein schroffer Abfall 
des Milchsdurespiegels. 

Das gleiche Bild zeigen 
Versuche mit fiinfmaligen 
Jelastungen, die 30 Minuten 
nacheinander erfolgten. 

In den Versuchen 11 
und 15 rief die fiinfte Be- 0 
lastung keine weitere Zu- 
nahme der Milchsaure her- 
vor; im Versuch 13 sah 


auch 
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Abb. 5. 


a-Belastung mit 
Invertzucker. 


1 
Q 30’ 50' 90' 120’ 150' 180" 
Abb. 4. 


a-Belastung mit 
Invertzucker. 


man eine paradoxe Reaktion 


o——o Blutmilchséure in 
mg-°/9; Versuch Nr. 6. 


o——o Blutmilchsdure in 
mg-°/5; Versuch Nr. 9. 
o---o Blutmilchsdure in 


unter Einflup der fiinften 
Belastung erfolgte eine Ab- mg-°/9; Versuch Nr. 10 
nahme der Milchsdure. 

In der letzten Versuchsreihe wandten wir fiinfmalige intravendse 
Fructosezufuhr an, wobei wir jedesmal je 1,5 g pro kg mit Zwischen- 
pausen zu je 15 Minuten einfiihrten. Abb. 7 stellt die typischen Ver- 
suche 16 und 18 dar (vgl. mit Abb. 2). 

Die von uns in diesen Versuchen erzielten Ergebnisse unterscheiden 
sich prinzipiell keineswegs von den Ergebnissen der friiheren. Bewirkten 
namlich in dem Versuch 16 die beiden ersten Belastungen einen starken 
Anstieg der Milchséure, so hatten die dritte und vierte Belastung schon 
eine weit geringere Zunahme der Milchsdure zur Folge, und die fiinfte, 
die in dem Augenblick erfolgte, als der Milchsdurespiegel auf 60 mg-°, 
stand, bewirkte einen starken paradoxen Effekt: der Milchsdurespiegel 
Anschaulich ist auch Versuch 18. 
Versuch bewirkte die erste Belastung einen sehr schroffen Anstieg: 


17* 


sank plétzlich hinab. In diesem 
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von 18 bis auf 45 mg-°%, und nach den drei folgenden Belastung:: 
machte sich schon die paradoxe Reaktion geltend, der Milchsaurespiey 

sank namlich bis auf 35 mg-°®, hinab: dann erfolgte gerade die fiin{i 
Belastung, die wiederum einen positiven Effekt, den Anstieg der Milc}- 
sdure zeitigte. 

Alle in diesem zweiten Teil der Arbeit angefiihrten Versuche unte: 
scheiden sich voneinander durch die Zahl der wiederholten Belastungen 
durch ihre Frequenz und die Art der Kohlenhydratzufuhr, prinzipic|| 
bleiben sie sich jedoch gleich; in allen Versuchen strebten wir danach, 
wiederholte Belastungen mit Invertzucker bzw. Fructose bei verschieden 
hohem Milchsaéurespiegel vorzunehmen; das einheitliche Prinzip de: 

Versuchsanordnung § ge- 








60 -— ! mT stattete einige  allye- 
| meine GesetzmaBigkei- 
ten nachzuweisen: in 
allen denjenigen Fallen, 
wo der Wert der Milch- 
sdure gering war, 35 bis 
40 mg-°%, nicht tibertraf, 
rief die Belastung, gleich- 
f viel ob es eine primiire 
120" 180" 180 20 290 210'300" ; 2 oder eine wiederholte 
Abb. 6. Abb. 7. war, einen mehr oder 


a-Belastung mit Invertzucker. a-Intravenise Injek- minder bedeutenden An- 
o—o Blutmilchs&ure in mg-/; tion von Fructose. : ; é. 
Versuch Nr. 11. o—o Biutmileh- stieg der Milchsdure 
o---o Blutmilchsdéure in mg-°/9: shure in mg-°/y; ims °% Ns 
: ” 2 e 3 en ilien 
Versuch Nr. 13. Versuch Nr. 16. h rvor; in det Fall 
o-----o Blutmilchsdure in mg-°/o ; o---o Blutmilch- jedoch, wo der Milch- 
Versuch Nr, 15. siure in mg-°/9; s 0 
: eo sdurewert 40 mg- °, 


Versuch Nr. 18, | 
iibertraf, bewirkte die 
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folgende Belastung entweder einen geringen Anstieg der Milchsaure. 
oder aber die Milchsdéure zeigte unter dem Einflu8 der Belastung iiber- 
haupt keine Anderung mehr; es wurde sogar eine paradoxe Reaktion 
beobachtet, namlich eine Senkung des Milchsaurespiegels. 


Diese von uns festgestellten Tatsachen zeigen die Abhangigkeit de 
Art der lactacidtimischen Reaktion auf Fructosezufuhr von dem Initialwert 
der Milchsdure und beweisen hiermit die Richtigkeit des Wilderschen 
Gesetzes von dem Ausgangswert auch fiir diesen Fall. 


AuBerdem bemerken wir einen ,,Kritischen Punkt der Milchsaure : 
er betragt bei Hunden 50 bis 65 mg-°%,. Einerseits gelang es uns in 
keinem Falle, weder nach einmaliger Belastung (wie in dem ersten Teil 
der Arbeit), noch nach mehrmaligen Belastungen, einen Anstieg der 
Milchsaure iiber diesen Wert nachzuweisen, andererseits kamen paradoxe 
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Reaktionen bei Belastungen mit Fructose gerade dann vor, wenn der 
Ausgangswert in diesen Schranken schwankte. 

Offenbar ist eine solche Menge Milchsaure ,,kritisch‘*, in dem Sinne 
nimlich, daB es zu dieser Zeit zu einer maximalen Erregung der kompen- 
satorischen physiologischen Vorginge kommt, die den weiteren Anstieg 
der Milchsdurewerte verhindern und ihn sogar herabdriicken kénnen. 
(Offenbar wird durch den Anstieg der Intensitaét kompensatorischer 
Vorgange die Tatsache bedingt, daB die Lactacidimie bei wiederholten 
(z. B. drei- und fiinfmaligen) Belastungen betrachtlich kiirzer ausfallt 
als alle die Zeitabschnitte zusammengenommen, welche die Lactacid- 
amie bei Einzelbelastungen gedauert hatte.] 

Auf Grund dieser Versuche ist es gewiB nicht méglich, den Me- 
chanismus dieses Einflusses zu erkennen; auch kann man nicht sagen, 
welcher Vorgang zur gesteigerten Tendenz der Milchséure zum 
Abbau fihrt; hierbei waren mindestens in drei Prozessen Ver- 
inderungen denkbar: 1. eine Hemmung der Spaltungsprozesse der 
Kohlenhydrate zu Milchsaéiure, 2. gesteigerte Verbrennung der schon 
gebildeten Milchséure und 3. zunehmende Resynthese von Glykogen 
aus Milchsiure. Die Lésung dieser Fragen erfordert aber eine besondere 
Untersuchung. 

Zusammenfassung. 

Vorliegende Arbeit gestattet die nachstehenden Schliisse: 

1. Belastung mit Glucose per os [sowohl einmalig als auch doppelt 
(nach Staub), oder Einfiihrung von Glucose + Insulin] bewirkt keine 
spezifische Anderung im Milchsaurespiegel des Blutes, in einigen Fallen 
ruft sie relativ geringfiigige Schwankungen sowohl im Sinne einer 
Hyper- als auch einer Hypolactacidamie hervor, in anderen Fallen 
wird der Milchsaéurespiegel iiberhaupt nicht verandert. 

Belastung mit Maltose und Lactose (per os) hat keinen EinfluB 
auf den Milchséurespiegel des Blutes. 

2. Fructose, Rohrzucker bzw. Invertzucker rufen (falls sie per os 
eingefiihrt werden) eine betrachtliche und anhaltende Hyperlactacid- 
amie hervor, welche je nach der Intensitét der Belastung 2 bis wber 
3 Stunden lang dauert und eine bestimmte GesetzmaBigkeit aufweist. 

3. Fructose wird bei oraler Einverleibung allein oder als Bestandteil 
von Rohr- bzw. Invertzucker rasch und unverdndert resorbiert. 

4. Rohrzucker iibt bei intravenéser Zufuhr keinen EinfluB auf den 
Milchséuregehalt des Blutes aus. 

Werden Fructose und Invertzucker intravends einverleibt, so 
rufen sie eine betrachtliche Hyperlactacidimie hervor, die rascher in 
Erscheinung tritt und rascher abklingt als bei ihrer peroralen Einfiihrung. 
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5. Bei der Untersuchung der Lactacidémie nach Einfiihrung vo; 
Fructose kann man Rohrzucker, besser aber noch Invertzucker « 


brauchen. 

6. Sowohl bei peroraler als auch bei intravenéser Einfiihrung 
bestimmt der Ausgangswert des Milchsdurespiegels den Charakter de; 
lactacidémischen Kurve. Bei geringem Ausgangswert der Milchsaure 
ruft eine Belastung mit Fructose eine bedeutende Hyperlactacidami- 
hervor; ist der Ausgangswert hoch, so ist die Hyperlactacidimie ent. 
weder geringfiigig, oder sie fehlt gainzlich; endlich kann die Belastuny 
bei hohem Ausgangswert in einer Reihe von Fallen einen paradoxe 
Effekt — namlich Hypolactacidimie — zur Folge haben. 

7. Die Milchséure ist mdglicherweise ein physiologischer, ver 
haltnismaBig adiquater Reizstoff, der die Erregung kompensatorische: 
Vorgange bedingt, die ihrerseits eine Abnahme der Milchsdéurekonzen- 
tration nach sich ziehen. 

8. Es besteht ein gewisses Maximum der Zunahme von Milchsaure, 
wenigstens bei Belastung von Hunden mit Fructose bzw. mit Invert- 
zucker, das nicht wbertroffen werden kann. 
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Zur Kenntnis der Carboxylase. 


Von 
Fr. Axmacher und H. Bergstermann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Medizinischen Akademie 
Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 19. Juni 1934.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Von C. Neuberg, dem Entdecker der Carboxylase, liegen um- 
fassende Untersuchungen! vor, die sich mit den Eigenschaften und 
der allgemeinen Natur dieses Fermentes erschépfend beschaftigen. 
Ausgehend von Modellversuchen, die der Feststellung einer aktiven 
Fermentgruppe dienten®, haben sich Langenbeck® und Mitarbeiter 
auch mit der Isolierung des Fermentes befaBt und sie konnten bereits sehr 
wahrscheinlich machen, daB die Carboxylase kein Protein ist. In diesem 
Zusammenhang sind ferner die Versuche von Auhagen* zu nennen, 
der auf Grund der Aktivierung der Carboxylase mittels Kochsaft auf 
das Vorhandensein einer Co-Carboxylase schloB, wodurch der Reaktions- 
mechanismus eine weitere Komplizierung erfahren wiirde. 

Chemotherapeutische Gesichtspunkte waren fiir uns mabgebend, 
wenn wir gewisse, an der Zymase gewonnene Erfahrungen®, die in- 
folge der Kompliziertheit dieses Objektes schwer zu deuten sind, durch 
das Studium eines einfachen Teilvorganges aufzuhellen suchten. Zu 
diesem Zwecke benutzten wir nach dem Vorbild von v. Huler®, Myr- 
bick? u. a. eine, wie wir sagen méchten, toxikologische Methode. Wenn 
diese Methode in der Hauptsache auch rein empirisch ist, so scheint 
sie doch eine wertvolle Erginzung in Verbindung mit anderen Ver- 
fahren zu sein, die der Aufklarung der Fermentreaktion bzw. des Fer- 
mentes selbst dienen; als solche nennen wir Modellversuche, kinetische 
Messungen und praparative Methoden. Teilweise wird dabei dem Fer- 
ment eine definierte chemische Konstitution zugeschrieben, eine An- 
nahme, der wir uns in der nachfolgenden Untersuchung ebenfalls an- 
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1933. — 3 W. Langenbeck, R. Jiittemann, O. Schaefer u. H. Wrede, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 221, 1, 1933. — 4 EB. Auhagen, diese Zeitschr. 258, 334, 
1933. — ° Fr. Axmacher u. G. Opetz, Arch. f. exper. Path. 174, 427, 1934. — 
6 H. v. Euler u. St. Landergren, diese Zeitschr. 131, 386, 1922; v. Euler u. 
Svanberg, zitiert in Oppenheimers Handb. f. Biochem. I, 799, 1924; v. Euler 
u. Myrbdck, Zeitschr.f. physiol. Chem. 125, 297, 1923; 158, 160, 1926; v. Euler 
u. Josephson, ebenda 127, 99, 1923. — 7 K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 158, 160, 1926; 159, 1, 1926. 
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geschlossen haben. In unserem speziellen Fall schienen bereits frither 
Beobachtungen tiber das Verhalten der Carboxylase! bei Behandlung 
mit Diazomethan darauf zu deuten. 


I, Methodik und Darstellung eines gereinigten Carboxylase-Trockenpriiparats. 


Als Substrat diente reine Brenztraubenséure ,,Merck‘‘, die nétigenfal|s 
einer Vakuumdestillation unterworfen wurde. Die Kohlenséurebilduny 
wurde entweder im Mikroverfahren in Warburg-GefaBen oder im Makro 
verfahren in 50 ccm Erlenmeyerkélbchen gemessen, im ersten Falle also 
manometrisch, im zweiten direkt. Als AuffanggefaBe hierfiir wurden 
graduierte Zylinder benutzt, die zur Vermeidung der CO,-Absorption mit 
Glycerin gefiillt und durch Glas- bzw. Schlauchleitung mit den Kélbchen 
verbunden waren. Letztere wurden wie die MikrogefiBe kontinuierlich 
in einem Wasserbade von 34° geschiittelt. Jede Versuchslésung wurde 
vorher 5 Minuten mit CO, gesattigt und 10 Minuten dem Temperatur 
ausgleich iiberlassen. Entsprechend dem bei der Brenztraubensaurespaltung 
steigenden Kohlensaurepartialdruck sind die gemessenen Werte also stets 
eher zu niedrig als zu hoch. 

Fiir die Darstellung des Mazerationssaftes wurde nach iiblicher Vor- 
schrift verfahren; Zellfreiheit wurde durch zweimaliges scharfes Zentri- 
fugieren erreicht, wobei die genaue Trennung durch Zugabe von mehr 
Wasser erleichtert war. Fiir die Darstellung gereinigter Trockencarboxylase 
brauchte lediglich auf die Beobachtungen von Neuberg, bzw. Langenbec) 
zuriickgegriffen werden. Es zeigen sich jedoch Hindernisse, wenn die 
fraktionierte Fallung nur mit Alkchol durchgefiihrt wird. Das durch Vor- 
fallung von EiweiB gereinigte Ferment ist namlich gegen Warme, die bei 
Mischung von Alkohol mit Wasser entsteht, empfindlicher geworden, als 
wenn sofort im Uberschu8 Eiwei8 plus Ferment zusammen gefallt werden. 
Als brauchbar erwies sich dagegen Aceton, wenn man umstandliche Kiihl- 
prozeduren vermeiden will. Auch Newberg benutzte bereits Aceton, neu 
an unserem Verfahren ist lediglich das fraktionierte Ausfallen. 

250g an der Luft getrocknete und in der Kugelmiihle zermahlene 
Unterhefe (Dietrich-Brauerei, Diisseldorf) werden mit 1 Liter Wasser ver- 
riihrt, 2 Stunden bei 37° gehalten und zweimal je 20 bis 30 Minuten zentri- 
fagiert. Der dekantierte Saft (400cem) wird mit '/, Volumen eisgekiihltem 
Aceton versetzt und von der reichlichen Fallung abgeschleudert. Weitere 
Zugabe von Aceton, bis die Gesamtmenge das Zehnfache des Saftvolumens 
betragt. Erneuter Niederschlag, der nach Abschleudern im Vakuum ge- 
trocknet 14 g eines grauweiBen Pulvers ergibt, welches auch ohne Kochsaft 
enzymatisch gut wirksam, jedoch an der Luft zersetzlich ist. 

AuBer Mazerationssaft und dem Trockenpriparat benutzten wir 
Acetontrockenhefe. Als Pufferlésungen kamen Phosphat- bzw. Acetat- 
gemische zur Anwendung. 


II. Verhalten der Carboxylase bei Extraktion mit Siure bzw. Alkali mit 
und ohne Gegenwart von Sauerstoff. 


Bei Versuchen mit Diazomethan! wurde das Vorliegen eines 
phenolischen Hydroxyls im Carboxylasemolekiil diskutiert. In alkali- 


1 Fr, Axmacher, Klin. Wochenschr. 1934, S. 776. 
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schen Lésungen sollte demnach eine bevorzugte Léslichkeit und in 
vewissen Fallen eine geringere Bestdndigkeit gegen Sauerstof/ zu erwarten 
sein. 


Es zeigte sich, daB8 die Hefe, wie Newberg bereits am Saft gefunden 
hatte, noch n/10 Saéure bzw. Lauge vertragt, wobei die Eigenpufferung 
allerdings sehr zu beriicksichtigen ist. Der Versuch wurde z. B. wie folgt 
ausgefiihrt: 5g Hefe werden mit je 20cem Wasser, n/10 HCl oder n/10 
NaOH 2 Stunden bei 37° behandelt; dann wird zum ersten Ansatz 10 ccm 
n 5 NaCl, zum zweiten 10 cem n/5 NaOH und zum dritten n/5 HCl zu- 
gegeben; nach kurzer Einwirkung wird zweimal zentrifugiert und der Saft 
mit Substrat versetzt. Bemerkenswerterweise ist die Probe mit reinem 
Wasser weniger klar als die iibrigen. 
Ansatz: 15 cem Saft + 5 ccm Substrat 20 
(0.7 cem Brenztraubenséiure — 20 ccm 
m/2 K,HPO,). In Abb. 1 finden sich 
die Resultate, die das Mittel aus zwei 
Parallelreihen sind. 
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Um einen modglichen Einflu8 des 
Luftsauerstoffs auszuschalten, haben 
wir in weiteren Versuchen die Trocken- 
hefe im Stickstoffstrom mit dem 
wasserigen Zusatz verriihrt und die ~ 
Mazeration in Vakuumflaschen, die a Extraktion mit Ag. dest 
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trierter Kalilauge beschickt waren, ae _ "gn NalH 
stattfinden lassen. Eine Aktivitéts- 7] 
steigerung war auf diese Weise nicht zu 
erzielen. Umgekehrt zeigte sich bei Abb. 1. 
kontinuierlicher DurchstrO6mung der Ansatz: siehe oben. 


W0 60 
Zeit in Minuten 


mazerierenden Hefe mit Sauerstoff fiir Messung in 50-cem-Kélbchen. 
die Dauer der Mazeration keine sichere 

Beeinflussung der enzymatischen Wirksamkeit. Was Newberg (l.c¢.) in 
dieser Hinsicht bereits mitteilte, gilt also auch in saurem bzw. alkalischem 
Milieu. 


Weiterhin wurde die Extraktion der Carboxylase, d.h. also die 
Mazeration in einem !/, mol Phosphatgemisch von px 4,7 vorgenommen. 
Bei dieser [H’] erhielten wir namlich in einem Reihenversuch nach der 
Methode von Michaelis und Pechstein! ein Flockungsoptimum des 
Mazerationssaftes:; bekanntlich ist ein solches charakteristisch fiir 
den isoelektrischen Punkt der geflockten Substanz, in unserem Fall 
entspricht der I. P. den an anderen EiweiBarten gemachten Er- 
fahrungen?. Angenommen nun, die Carboxylase besiBe die Eigen- 
schaften eines gewOhnlichen Proteins, so miibte im |. P. ein Minimum 
in Lésung gehen und demnach die Wirksamkeit des Mazerationssaftes 


1 ZL. Michaelis u. H. Pechstein, diese Zeitschr. 47, 260, 1912. — 
* Vgl. Héber, Phys. Chem. d. Zelle, 6. Aufl., S. 206. 
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herabgesetzt sein. Tatsachlich wurden aber keine Unterschiede gege) 
iiber dem Kontrollversuch festgestellt. 


Differenzen bei verschiedener Reaktion der Extraktionsfliissigk«it 
konnten wir auch bei der Glucosevergaérung nicht bzw. nicht regelmitiiy 
wiederfinden, obwohl Hdgglund! angibt, mit sekundérem Phosphat 
besonders wirksame Mazerationssifte bekommen zu haben. Offentba: 
werden die einzelnen Komponenten des Zymasekomplexes in sehr ver- 
schiedener Weise beeinfluBt. Unsere Befunde bei der Glucosevergarung 
waren jedenfalls véllig regellos und keiner Deutung fahig. Wegen de 
starken Eigenpufferung der Trockenhefe haben wir die Konzentration 
des Saure- bzw. Alkalizusatzes weiter gesteigert und dabei folgendes 
beobachtet (Konzentration der Extraktionslésung nNaCl, HCl bzw. 
NaQH): Die bereits friiher beobachtete gelbliche Verfairbung des 
alkalischen Mazerationsansatzes wurde noch intensiver. Die Fahigkeit, 
Brenztraubensadure zu spalten, ging verloren, dagegen hatte der Zusatz 
von Kochsalz schon wahrend der Mazeration im Gegensatz zum nachtrig- 
lichen Zusatz einen férdernden EinfluB. Die obigen Befunde erscheinen 
somit geklirt. Merkwiirdig ist, daB z. B. bei Phosphatzusatz ein solcher 
zeitbedingter Unterschied nicht zu beobachten war. Ohne jedoch auf 
diese im einzelnen nicht immer gut reproduzierbaren Befunde einzu- 
gehen, kénnen wir feststellen, dat 
es weder mit stark, noch schwach 
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30 Iii. Einwirkung von Halogenen 
0 20 40 80 100 ® ’ si 
% C0, Entwicklung im Vergleich zur Hontrole auf die Carboxylase. 


Abb. 2. v. Euler und Landergren’ 

Ansatz: 30mg Trockencarboxylase (ge- konnten durch Jod die Saccharase- 

lost in 0,5cem HzO) + 0,5 ecm Substrat = Yirkung hemmen, wobei sich eit 

(3cem m/2 KgHPO,+0,leem Brenz- ; & : real eeg } , 

traubensiure) + 1,0cem Jodlisung bzw. Maximum der Giftwirkung ergab. 

Aqua dest. Kiirzlich wies Lipmann® in einem 

Messung: in Warburg-Trgen. anderen Zusammenhang darauf 

hin, daB die Mazerationssaft- 

garung von Glucose durch Jod vollkommen zu hemmen ist. Wir unter- 

suchten den Einflu8 des Jods auf ein erneut geléstes Trockenpraparat 
von Carboxylase. 


1 BE. Hdagglund u. T. Rosengvist, diese Zeitschr. 180, 61, 1926; Hagglund 
u. L. Ahlbom, ebenda 181, 158, 1926. — ? H. v. Euler u. St. Landergren, 
ebenda 131, 386, 1922. — *% Fr. Lipmann, ebenda 268, 205, 1934. 
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Die sprunghaft auftretende Schadigung geht aus der graphischen 
arstellung sehr anschaulich hervor und erscheint scharfer ausgeprigt 
als bei den Versuchen von Lipmann. Seiner Deutung schlieBen wir uns 
an, d. h. durch Anlagerung bzw. Reduktion wird eine bestimmte Jod- 
menge verbraucht, bevor die toxische Wirkung auf das Enzym zutage 
tritt. Wegen der Plétzlichkeit des Sprunges bzw. der geringen GréBe 
des Intervalls kénnte man fast versucht sein, auf eine Aquivalenz 
der jodbindenden Enzymgruppe bzw. -gruppen zu dem Jod zu 
schlieBen. 

Hervorzuheben ist, daB Brom mehr als zehnfach weniger wirksam 
ist als Jod. Sogar eine n/20 Lésung hemmt die carboxylatische 


Wirkung erst um etwa 50°, wahrend n/40 Bromlésung praktisch 
0 £ } 


bereits wirkungslos ist. 


IV. EKinwirkung von Metallsalzen auf die Carboxylase. 


Es ist bekannt, da8 mehrwertige o-Phenole mit Antimontrichlorid‘, 
Kisenchlorid ? und Ammonmolybdat?® zu reagieren vermégen. Die Anwendung 
von Antimontrichlorid in wasseriger Lésung verbot sich wegen seiner 
Zersetzlichkeit von selbst. Da durch die Untersuchung von Naumann'* 
Aceton als vorziigliches Lésungsmittel fiir zahlreiche anorganische Salze 
bekannt geworden ist, lieBen wir die zu priifende Substanz in acetonischer 
Lésung auf eine Suspension von Acetontrockenhefe einwirken, die vorher 
staubfein zermahlen und gesiebt war. Danach wurde zweimal mit Aceton 
nachgewaschen, im Vakuum getrocknet und die so behandelte Hefe in 
erforderlicher Menge in Wasser gelést, mit Substrat versetzt und in Warburg- 
Trégen gemessen. Auf 0,5 g Hefe kamen 10 cem Acetonlésung, die 20 Mi- 
nuten unter Umschiitteln einwirkte. Es zeigte sich bei entsprechenden 
Versuchen, daB eine langere (6 mal verlaingerte) Einwirkungsdauer den 
toxischen Effekt im Vergleich zur gleich konzentrierten Ausgangslésung 
nicht verstarkte. 


Mit Antimontrichlorid wurden folgende Resultate erhalten: 





Millimol SbCl, 
pro 30 mg 
0 Trockenenzym 0 


Millimol SbCl; Hemmung Hemmung 


pro 0,5 g Hefe 
0 


90 3 98 
69 22 
32 1), 0 





In der rechten Tabellenhalfte finden sich die an Trockenenzym 
gemachten Feststellungen, das in ganz ahnlicher Weise mit Antimon- 


1 Causse, Ann. chim. phys. 14, 526, 1898; Bull. 7, 245, 1892; zitiert 
nach H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittelung organischer Ver- 
bindungen, 2. Aufl., S. 486. — 2 Zitiert nach H. Meyer, l.c. — * I. Stahl, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 25, 1600, 1892. — * A. Nawmann, ebenda 
37, 4328, 1904. 
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trichlorid behandelt worden war. Ein Vorteil, den das Arbeiten jy 
indifferentem Lésungsmittel mit sich bringt, ist die Méglichkei: 


Strukturveranderungen der EiweiBkolloide als Ursache des toxische 
Effekts mit einiger Wahrscheinlichkeit ausschlieBen zu kénnen. Etwa 
durch Zerlegung von SbCl, entstandene Sauremengen diirften einma|! 
durch das Nachwaschen entfernt sein, andererseits ist die Pufferuny 
der Versuchsansatze wohl geniigend stark, um diesen EinfluB zu kom. 
pensieren. 


Gegen Saéurewirkung in Aceton spricht einmal die oben geschilderte 
Resistenz der Hefe, weiterhin die geringe Wirkung des Wismutsalzes (s. unten) 
und schlieBlich die Konstanz des Inaktivierungseffektes trotz verschiedener 
Reaktionsdauer. DaB es sich nicht um eine ganz unspezifische Wirkung 
handeln kann, wird durch das Verhalten von Ferrichlorid wahrscheinlic) 
gemacht, von dem zehnfach gr6Bere Molmengen notwendig sind, um eine 
ahnlich starke Herabsetzung der Carboxylaseaktivitaét zu erreichen. Ver- 
gleichsweise wurden ferner Kupferchlorid und mit Riicksicht auf seine 
chemotherapeutische Verwendung Wismuttrichlorid gepriift!; da nach der 
Wirksamkeit des Antimontrichlorids die Frage der ursaéchlichen Bedeutung 
eines 0-Diphenols fiir den toxischen Effekt durchaus diskutabel war, wurde 
die Untersuchung auch auf Borsaéure ausgedehnt, die bekanntlich An- 
lagerungsprodukte mit benachbarten Hydroxylgruppen bildet*, welche 
sich u. a. durch erhéhte Leitfaihigkeit, Basenbindungsvermégen usw. 
auszeichnen. Die genannten Substanzen wurden in m/10 Acetonlésung 
auf Trockenhefe zur Einwirkung gebracht. Es zeigte sich bei der 
nachfolgenden Spaltung von Brenztraubenséiure, da®8~ Kupferchlorid 
etwa 40%, Wismuttrichlorid etwa 20% und Borséure tiberhaupt nicht 
hemmen. 


Wenn wir oben die Wahrscheinlichkeit, daB die Metallwirkung 
rein kolloidchemisch zustande kommt, ablehnten, so wird das, abgesehen 
von dem unterschiedlichen Verhalten der einzelnen Metalle, durch eine 
weitere Feststellung gestiitzt. Es zeigte sich namlich, daB Eisen- und 
Kupferchlorid in gleichkonzentrierten wasserigen Lésungen auf die 
Carboxylase genau so wirken, wie in acetonischer Lésung auf die Trocken- 
hefe baw. Trockencarboxylase. Natiirlich benutzten wir in diesem Falle 
ein Acetatpuffergemisch, um einen Niederschlag von Eisenphosphat 
zu vermeiden. Das Resultat war, daB Kupferchlorid wieder etwa 40°, 
hemmte, wahrend Eisen indifferent war. Wismuttrichlorid wurde 
wegen seiner Zersetzlichkeit in wasseriger Lésung nicht geprift. Die 
Hoffnung, in dem die Dissoziation begiinstigenden Medium Wasser 
mit Borsdure positive Resultate zu erzielen, wurde nicht erfillt. Uber 
die beim Antimontrichlorid wirksame GréBenordnung herauszugehen, 
hielten wir auch aus anderen Griinden fiir iiberfliissig. 


1 Ammoniummolybdat lést sich nicht in Aceton. — ? Boeseken, 
zitiert nach Holleman, Lehrb. d. organ. Chem. 19. Aufl. 8S. 369. 
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V. Einwirkung von Aminoreagenzien auf die Carboxylase. 

Durch die Modelluntersuchungen von Langenbeck (l.c.) wurde die 
Bedeutung einer hypothetischen Aminogruppe des Carboxylasemolekiils zur 
Diskussion gestellt. Unabhangig davon kamen Agxmacher und Opetz (I. ¢.) 
auf Grund toxikologischer Untersuchungen an der Zymase ebenfalls dazu, 
dieser Gruppe innerhalb des Fermentkomplexes eine gewisse Rolle zu- 
zuschreiben. Angaben der Literatur, insbesondere iiber das Verhalten der 
Brenztraubensaiure gegeniiber chemischen Einfliissen, scheinen auch darauf 
zu deuten, daB bei der fermentativen Brenztraubensaurespaltung die 
Mitwirkung eines Aminoderivats méglich ist. Wir nennen beispielsweise 
die Reaktion von Doebner', bei der aus (/-Naphthylamin + Brenztrauben- 
siure unter teilweiser Spaltung Kohlensiure und Acetaldehyd entsteht. 
Bei Gegenwart eines Aldehyds verlaiuft die Reaktion etwas anders. 

Die Veranlassung, die typischen Reagenzien auf primaire Amino- 
gruppen hinsichtlich ihres Einflusses auf die Carboxylase zu unter- 
suchen, schien uns jedenfalls gegeben. In Frage kamen Formaldehyd 
und salpetrige Saure. Mit Formaldehyd haben wir Versuche an Maze- 
rationssaft und an _ Trocken- 
carboxylase angestellt, die letz- 
teren im Mikroversuch. 

Die Ergebnisse der ersteren 
finden sich in Abb. 3. Bereits 
10-2 mol. Mengen Aldehyd tiben 
keinerlei merkbare Wirkung mehr 
aus. Die Empfindlichkeit des 
Trockenpraparates (25 mg pro at 
Ansatz) ist ganz ahnlich der a a 
des Saftes. Zeit in Minuten 


In der obigen Abbildung Abb. 3. oa 
Ansatz: 10ccem Saft (1 Teil Hefe : 4 Teilen 


findet sich der analoge Ver- H,0) + 5cem Substrat (20cem m/2 
such mit Nitrit und Mazerations- ey te ty Geant ke 
saft. Hierbei begniigten wir uns Messung: in 50-cem-Kilbehen. 
zunachst mit der Aziditat 

unseres Phosphatgemisches, um die salpetrige Saure frei zu machen, 
Da mit der Méglichkeit der Stickstoff-Freisetzung zu rechnen war, 
wurden die Versuche in Garréhrchen wiederholt. Das entwickelte 
Gas wurde zum SchluB mit Kalilauge absorbiert; es zeigte sich, 
daB praktisch nur Kohlenséure gebildet worden war.  Immerhin 
zeigt der Versuch mit m/100 Nitrit im Schiittelversuch ein Mehr an 
gebildetem Gas, das umgerechnet gerade der theoretisch méglichen 
Stickstoffentwicklung etwa entspricht. Nach Abzug dieser Menge 
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1 Doebner, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 352, 1894; vgl. ferner 
Béttinger, Ann. Chem. 188, 293, 1877; U. Boklund, diese Zeitschr. 226, 
56, 1930. 
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besteht kein Unterschied zum Kontrollversuch ohne Nitrit. Die }: 
dingungen im geschlossenen, gleich temperierten und _ geschiittelt: 
MeBsystem sind wohl dem einfachen Eudiometerversuch vorzuziehen 
Es muB allerdings sehr woh] mit der Méglichkeit gerechnet werden, dat} 
kein freier Stickstoff entsteht, wenn naimlich das intermediar gebildet« 
Diazoprodukt nicht wie bei aliphatischen Aminen zerfallt, sondern 
das kommt natiirlich nur fiir aromatische Amine in Frage — infoly 
seiner gréBeren Stabilitat mit anderen basischen Substanzen ode: 
Phenolen kuppelt. Das Vorkommen solcher Stoffe dirfte aber in einer 
eiweiBreichen Lésung, wie es Mazerationssaft ist, kaum fraglich sein 


Der Fehler wiirde sich in jedem Falle in Richtung einer verminderten 
Nitritempfindlichkeit der Carboxylase auswirken. Versuche mit Trocken- 
carboxylase (15 mg pro Ansatz) zeigten wenigstens 75°% Hemmung 
noch bei m/100 Nitritgehalt. Hier wirkt sich offenbar die Befreiung 
von BallasteiweiB bzw. dessen Aminogruppen aus. Denn ganz allgemein 
gewinnt man den Eindruck, daB nicht etwa das Enzym als ,,besonders 
reaktionsfahige’’ Substanz zuerst angegriffen wird. Es scheint vielmehr, 
daB erst nach Absittigung des begleitenden EiweiBes bzw. anderer 
, Schutzsubstanzen*‘ das Enzym angegriffen wird. 


Um die oben erérterte Fehlerquelle auszuschalten, haben wir dic 
Nitritbehandlung und die Messung zu zwei Zeiten vorgenommen. Aceton- 
trockenhefe und fein zerriebenes Nitrit wurden in Aceton suspendiert. 
Zu diesem Gemenge wurde unter Umschiitteln portionsweise die be- 
rechnete Menge Eisessig gegeben. Die Verwendung von Amylnitrit 
muBbte aufgegeben werden, weil selbst lingere Einwirkung in stark 
essigsaurem Aceton zu keinem Resultat fiihrte und andererseits die 
Benutzung einer Mineralsiure aus anderen Griinden unerwiinscht war 
Bemerkenswerterweise war die Hemmung der Carboxylasewirkung bei 
Behandlung von 0,5 g Hefe mit 0,9 g Nitrit, also etwa 1/,. Mol, nicht 
gréBer als bei Verwendung der neunfach geringeren Menge Nitrit, 
namlich 30°. Eine Erklarung hierfiir zu geben, ist uns vorderhand 
nicht moéglich. Es darf in diesem Zusammenhang nicht unerwahnt 
bleiben, daB bereits altere Autoren aus ahnlichen Beweggriinden bzw. 
Vermutungen Formaldehyd bzw. Nitrit auf Fermente einwirken lieBen 
Naheres dariiber findet sich bei O. Loew!; als speziell hierher gehorig 
zu nennen sind Versuche von Wroblewski?, der durch '/,% Nitrit- 
gehalt die Garkraft von Mazerationssaiften vernichten konnte. 


Die Frage, wie man die im vorstehenden mitgeteilten Einzel- 
befunde sinnvoll miteinander verkniipfen kann, ist einstweilen noch 


1 Q. Loew, diese Zeitschr. 31, 159, 1911. — ? Wroblewski, Zentralbl. 
f. Physiol. 1898, Heft 12; zitiert nach Loew, 1. c¢. 
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nicht zu beantworten!. Wesentlich scheint uns zu sein, daB durch das 
besondere Verhalten eines Enzympraparates gegeniiber chemischen 
Kingriffen die Wahrscheinlichkeit wachst, es bei dem Enzym mit einem 
definierten chemischen Individuum im Sinne Willstdtters zu tun zu 
haben, was im Hinblick auf gewisse Vorstellungen iiber die Natur der 
Enzyme, wie sie z. B. von A. Fodor? vertreten werden, nicht un- 
wichtig zu sein scheint. Die Tatsache, daB energische chemische Ein- 
fliisse wie Saure und Alkali, wie schon Neuberg fand, von der Carboxylase 
vertragen werden, andererseits z. B. Antimontrichlorid giftiger war als 
Schwermetalle, scheint mit einer bestimmten Struktur der Carboxylase 
vereinbar zu sein. Wenn auch das Verhalten gegen Diazomethan® 
einerseits, gegen Antimontrichlorid andererseits mit dem Vorhandensein 
phenolischer Hydroxylgruppen innerhalb der Carboxylase ebenfalls 
gut vereinbar ist, so sind wir doch weit entfernt davon, darin einen 
zwingenden Beweis zu erblicken. Immerhin sind diese Befunde so 
bemerkenswert, daB sie unsere einleitend gemachte Behauptung von 
dem Wert der toxikologischen Methode nach unserer Meinung zu 
stiitzen vermégen 4. 

Selbstverstandlich spielen diffizile kolloidchemische Fragen ebenfalls 
mit, wie aus dem oben erwahnten Salzeinflu8 ohne weiteres hervorgeht. 
Wir glauben eine gute Methode fiir die Entscheidung solecher Fragen in 
den Fallen zu besitzen, in weichen freies wie auch gebundenes Enzym 
Desmoenzym, wie Willstdtter es nennt — der Untersuchung zuganglich ist®. 


Zusammenfassung. 


Die Darstellung eines grob  gereinigten Carboxylase-Trocken- 
praparats wird kurz beschrieben. Es konnte gezeigt werden, da weder 
saure (n/10 HCl) noch alkalische (n/10 NaOH) Extraktion der Trocken- 
hefe zu Carboxylaselésungen fiihrte, die wirksamer waren als ent- 
sprechende Kochsalzextrakte; reines Wasser erwies sich allerdings 
bei der Extraktion unterlegen. Entgegen den Angaben Hdgglunds war 
das Verhalten der Zymase ahnlich, auch bei Verwendung von primarem 
baw. sekundirem Phosphat. Die im isoelektrischen Punkt der Hefe- 
KiweiBkérper (bestimmt nach der Methode von Michaelis und Pech- 


1 Entscheidend wird die Gewinnung aktiverer Praparate und die 
Wiederholung solcher Methoden an diesen sein. — 2 A. Fodor, Kolloid- 
Zeitschr. 29, 28, 1921; A. Fodor u. L. Frankenthal, diese Zeitschr. 
228, 101, 1930. — 3 Fr. Aamacher, Klin. Wochenschr. 1934, S. 776. 
*Vgl. auch das Verhalten der Zymase gegen Aldehydreagenzien bei 
Axmacher u. Opetz |. ¢.; die Carboxylase ist nach unveréffentlichten Be- 
funden ebenfalls, aber weniger empfindlich gegen die genannten Substanzen. 

> Eine weitere Anwendung fand diese Methode z. B. in unveréffentlichten 
Versuchen iiber Acylierung der Carboxylase in Form der Suspension von 
Acetonhefe in Pyridin. 
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stein) vorgenommene Extraktion war ohne Unterschied gegeniily; 
dem Wasserextrakt. Die Fahigkeit, Brenztraubensiure zu_spalt; 

verlor das Trockenpraparat durch Zusatz von Jod sprunghaft bei eine; 
Grenze zwischen 1,5.10-3 und 2,5.10-% molar. Brom ist dagegey 
mehr als zehnfach geringer wirksam. Der EinfluB verschiedener Meta||- 
salze auf die Enzymaktivitét wurde gepriift. Um _ kolloidchemische 
Wirkungen der Metalle auszuschlieBen und wegen der teilweisen Zer- 
setzung wasseriger Lésungen einzelner Stoffe, fand die Einwirkung 
zum Teil in acetonischer Lésung der Metallsalze auf Trockenhefe bz 
-enzym statt. Besonders wirksam erwies sich Antimontrichlorid 
etwas weniger Kupferchlorid und bedeutend weniger Eisenchlorid 
und Wismutchlorid. Es gelang erst durch relativ hohe Konzentrationen 
von Formaldehyd (etwa m/10), die Carboxylase zu schidigen. Gegen 
Nitrit war das Enzym empfindlicher, so hemmten m/100 Lésungen 


davon etwa 75%. 
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Uber das Verhalten der Rhodanate 
und der Sulfate im Organismus bei verschiedener Kost. 


Von 
W. vy. Moraczewski und R. Sliwinski. 


(Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Allgemeine Pathologie 
der Tierarztlichen Hochschule Lwéw.) 


(Eingegangen am 27.Juni 1934.) 


In der Klinischen Wochenschrift haben wir im Jahrgang 11, 
Nr. 47, 8S. 1945 eine Mitteilung veréffentlicht, in welcher wir auf das 
Verhalten der Diurese bei Darreichung einerseits der Rhodanate, 
andererseits der Sulfate als der extremen Glieder der Hofmeisterschen 
Reihe hinwiesen (15). 

Wir konnten zeigen, daB nach Gaben von 5g Na,SO, bei reichlicher 
Wasserzufuhr die Diurese von 1550 auf 1600 anstieg, wahrend sie bei der- 
selben Wasserzufuhr bei 5g CNSNa von 1600 auf 1400 zuriickging. Der 
Trockenriickstand des Blutes blieb nach Na,SO,-Zugabe unverandert, die 
Chloride fanden wir vermehrt im Blute, unverandert im Harn. 5 g Rhodanat 
verminderten auBer der Diurese die Trockensubstanz im Blute (7,97 gegen- 
iiber 7,18 nach Rhodanzusatz) und die Chloride im Blute (von 0,6142 
auf 0,5510), welche der Verwisserung des Blutes entsprechen diirfte. Bei 
trockener Kost gestaltete sich die Diurese anders. Die Sulfate bewirkten 
eine Herabsetzung von 380 auf 350, die Rhodanate dagegen eine Steige- 
rung von 300 auf 360, sie war begleitet von einer Eindickung des Blutes 
von 7,18°, auf 8,05°, Trockensubstanz, wobei auch die Blutchloride von 
0.5510 auf 0,613 zunahmen. Noch auffallender war das Verhalten der 
Chloride im Harn, dessen Gehalt an ihnen durch Sulfat keine Anderung 
erfuhr, dagegen durch Rhodan von 0,9 auf 2,9 und bei Trockenkost von 
0,87 auf 2,14 heraufging. 

Diese Beobachtung veranlaBte uns, das Verhalten der Ausscheidung 
niher zu verfolgen und zwar sowohl bei Anderung der Nahrung, als auch 
bei kiinstlicher Alkalisierung. AuBerdem wurde nach einer einmaligen 
Kinfiihrung von Rhodanat die Rhodanausscheidung wahrend mehrerer 
Tage verfolgt. SchlieBlich wurde nach Gaben von Rhodanat der Ge- 
halt der verschiedenen Organe an Rhodan bestimmt. 


An zwei gesunden Menschen wurden ahnliche Versuche angestellt, 
indem die Rhodanausscheidung in Speichel, Blut und Urin nach Ver- 
abreichung von 0,5g Rhodannatrium verfolgt wurde. Auch hier 
wurden die Versuche einerseits bei ,,saurer’‘ Kost, andererseits bei 
,,alkalischer‘’ durchgefiihrt, und jedesmal durch Blutanalysen erganzt. 

Die meisten Versuche wurden an Kaninchen ausgefiihrt, die in Kafigen 
gehalten wurden und in einer Versuchsserie mit 50g Hafer und 435 cem 
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Wasser, oder mit 500g Riiben gefiittert waren. Es wurde auf d 
Weise ungefaihr dieselbe Menge Wasser verabreicht. In der anderen Versi: 
reihe bestand die Kost aus 25 g Hafer, 250g Riiben und 215 cem Wa 
wobei bald durch NH,Cl angeséuert, bald durch NaHCO, alkalisc] 
macht wurde. 

Die quantitative Rhodanbestimmung im Harn geschah nach Ei) 
und Clemens (5). Im Blute und im Speichel wurden die Rhodanate 1; 
H. Schreiber (21) bestimmt. Fir die Bestimmung in den Organen 
nutzten wir dieselbe Methode, nur wurden die Organe nicht mit Wa 
erschépfend extrahiert, sondern in fliissiger Luft zerrieben, und das Fiy 
durch Trichloressigsiure entfernt. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden ausfiihrlich in polnis 
Sprache (26) veréffentlicht, hier soll nur eine kurze Zusammenste|! 
Platz finden. 

Nachdem die Tiere wahrend mehrerer Tage bei der obengenannten |))/\1 
gehalten wurden, erhielten sie 0,200 g NaCNS subeutan in 2 ecem Was 
worauf der Harn die folgenden Tage bis zum Nachlassen der vermehrte: 
Rhodanausscheidung analysiert wurde. Das auf Haferdiit gehaltene Kani: 
chen schied nun am ersten Tage etwas mehr Harn aus, zeigte am folgenden 
eine Retention, welche mit einer starken Rhodanausscheidung einhergi: 
die dann wahrend 3 bis 5 Tage anhielt (1) (7) (4) (8) (5) (17) (18) (19) (21) (22 


Kaninchen Nr. 1. 50g Hafer, 435 ecem Wasser. 





des auf- Cl NaSNC 
genommenen Pu 
H.O 


Harnmenge 
ecm mg mg 

370 83 5,6 19,0 12,0) Durchschnit: 

410 92 5,4 43,2 71,1] zabl der Vor- 

350 79 5.5 20,0 95.0 period: 

400 90 5,6 22.0 47,0 200 mg 

350 79 5.6 20,0 9,0 NaCNS 


Die Chloride, welche im Harn kaum bestimmbar waren, wurden 
Tage der Rhodaneinfiihrung in einer verhaltnismaBig sehr groBen Men 
ausgeschieden (23) (24). Die Rhodanatabscheidung erfaéhrt am ersten Tac 
eine Steigerung, welche erst am zweiten Tage ihr Maximum erreicht, «1 
vierten Tage kehrt sie zur Norm zuriick. 

Um den Einflu8 auf die Chloride deutlicher zu gestalten, wurden 
dem niichsten Versuch 0,5 g NaCl taglich verabreicht. 


Haferdiat. 50g Hafer, 435 cem Wasser, 0,5 g¢ NaCl. 





%») des auf . NaCNS 


arnmenge 
Harnmen genommenen 
HO 


ecem mg 

410 92 5, 15 

400 90 5.2 32 4] Darchsehnitt- 
460 104 595 50,0] zabl der Vor 
400 90 5, 39.0 periode 
370 84 5. 36.0 200 mg 
309 68 E 940} NaSCN 
425 96 5 : 24,0 








Verhalten der Rhodanate und Sulfate im Organismus. 


Man beachte die Zunahme der Chloride am Tage der Rhodan- 
einfiihrung, welche noch am zweiten Tage deutlich ist, die Steigerung der 
Rhodanate, die wiederum am folgenden Tage ihr Maximum erreicht, und 

Herabsetzung der Wasserausscheidung am Tage der Rhodaneinfuhr 
yon 410 auf 400. 

Beim Kaninchen, welches durch Riiben- oder Mohrriibenfiitterung 
einen alkalischen Harn hatte, gestaltete sich die Ausscheidung wie folgt: 


Kaninchen Nr.3. 500g gelbe Riiben. 





0’, des auf- 
genommenen Pu 
cem H20 mg 


Harnmenge Cl 


350 95 5,5 420 15,: Durchschnittzahl 
300 69 8,6 526 165,! der Vorperiode 
340 78 8.6 141 30, am Tage det 
350 80 8.3 61 13.0 Darreichung 
370 85 8,2 326 18.0 } 200mg NaSCN 


Die Ausscheidung der Rhodanate geschah hier im wesentlichen am 
ersten Tage; am folgenden Tage ergab sich nur eine kleine Erhéhung iiber 
die Norm. Das Wasser wurde retiniert und zeigte eine allmahliche Riick- 
kehr zu der sonst notierten Menge. Die Chloride erfuhren eine Ver- 
mehrung, der an den folgenden Tagen einer Retention Platz machte. 
Das auffallendste ist die rapide Ausscheidung gegeniiber der verldngerten 
beim sauren Harn. Dasselbe sieht man bei der Steckriibenfiitterung. 


500 @ Steckriiben. 





uv > ‘ & * . : 
Harnmenge o des auf Cl NaCNS 
genommenen 
H 


cem UO mg mg 


360 82 a 499 15.0 Durehsehnittzah] 
840 80 512 132,0 | “ita Tage der 
320 79 8: 510 28,0 Darreichung 
270 77 8, 533 15.0) 150mg NaSCN 


Da wir den Einflu8 der mit der Riibenkost verbundenen Einfiihrung 
von Mineralsalzen ausschlieBen wollten, so versuchten wir die Alkalisierung 
durch NaHCO, und das Ansaéuern durch NH,Cl zu bewirken. Diese Ver- 
suche erfolgten bei Tieren, die bei einer Kost von Hafer und Riiben 
gehalten worden waren. 


Gemischte Kost. NH,Cl, 1,5g Zusatz. 





0/, des auf- 
Harnmenge ) des auf Cl 
genommenen 
HO 


ecm mg 


360 ‘ 1221175 
990r - ~~ or 99 F 

029 . ” 1390 22,6 Durehsehnittzahl 
400 ¢ : 1977 44.5 der Vorperiode 
335 ), 1704 61,9 am Tage der 
375 ' 1881 56.5 Darreichung 
350 ; 1843 99 4 155 mg NaSCN 
365 $ 38 1857 19,5 


18* 
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Gemischte Kost. NaHCO,, 2g Zusatz. 


%/, des auf- 


Harnmenge genommenen Pu Cl NaCNS 
ecm 29 mg mg 
290 70 8,7 220 12,4 
290 75 8.6 237 14,1 | Purchschnittzah) 
310 78 8,6 417 140.2 der Vorperiod 
270 79 8.6 157 a oo 
‘ ‘ 4 mee > arreichung 
300 83 8.6 175 15,7 155 mg NaScN 
310 72 8,6 217 12,4 


Man sieht ohne weiteres, daB bei gleicher Kost und kiinstlicher An- 
siuerung oder Alkalisierung sich die Ausscheidung nach den oben erérterten 
Verhaltnissen gestaltet: eine protrahierte Ausscheidung, die bei saurem 
Harn am zweiten Tage erst ihr Maximum erreicht, eine rapide Ausscheidung 
bei alkalischem Harn, in beiden Fallen eine vermehrte Chlorausscheidung 
und eine wenig ausgesprochene Stérung in der Wasserausscheidung. 

Wenn wir statt Rhodanaten Sulfate, also die am wenigsten quellenden 
Salze geben, so nimmt die Ausscheidung eine Form an, welche an die Aus- 
scheidung der Rhodanate bei alkalischem Harn erinnert. Die Sulfate ver 
ursachen stets eine vermehrte Wasserausscheidung, wirken also diuretisch, 
oder mit anderen Worten, sie verursachen keine Wasserretention, wohl wegen 
der mangelhaften Quellung der Gewebe, werden am selben Tage aus 
geschieden und verursachen nur bei saurer Reaktion eine vermehrte 
Chlorabgabe (14) (3). 





0/, des auf- 7 . 

Br he se /o des au act aT, 
Harnmenge genommenen PH NaCl HoSO, 

eem H,O mg mg 


50 ¢ Hafer 435 H,O. Saurer Harn. 
(Das Wasser wurde zugesetzt um die wasserhaltige Riibenkost auszugleichen.) 


340 a7 5,8 40,0 123 
350 79 5.7 61 102 Durchsehnittzah! 
400 88 5,8 102 Bg Bipwt yey 

‘ am Tage der 
420 95 5,6 49 129 Darreichung 
400 90 5.4 24 127 175 mg Nay SO, 
390 88 5,7 23 105 

400 g¢ Riiben. Alkalischer Harn. 

380 87 8,9 772 130 Duarchschnittzah! 
420 94 8,8 663 954 | der Vorperiode 
310 71 88 816 | 189 { pm Tage ter 
310 71 8,8 724 117 175 mg Na. SO, 


Bei saurem Harn ist die Chlorausscheidung deutlich vermehrt, beim 
alkalischen kaum sichtbar. Die Sulfate werden bei saurem Harn sofort aus 
geschieden und sind kaum vermehrt am folgenden Tage; bei alkalischem da 
gegen ist weder der Einflu8 auf die Chloride zu sehen, noch eine den ersten Tag 
iiberdauernde Ausscheidung. Man diirfte sagen, daB die Sulfatausscheidung 
beim sauren Harn an die der Rhodanate beim alkalischen Harn insofern 
erinnert, als sie sofort geschieht und von einer Vermehrung der Chlorid 
begleitet ist. Dagegen ist die Wasserabgabe bei Sulfat in beiden Fallen 
ausgesprochen, 





Ka 


la 


gi 
de 


sa 


ac 
M 
df 

sa 


ur 
ur 


pe 











I An- 
terten 
VUreM 
idung 
idung 


enden 
. Aus- 
P ver 
tisch, 
vegen 

aus 
iehrte 


chen.) 


ittzahl 
riode 
der 
ung 
9 SO, 


ittzah] 
riode 
der 
ung 
SO, 


beim 
fF aus 
n da 
n Tag 
dung 
ofern 
lorid 
‘allen 





Verhalten der Rhodanate und Sulfate im Organismus. 273 


Wir bestimmten nun nach einer subcutanen Injektion von 0,4 g Rho- 
lannatrium den Gehalt der verschiedenen Organe an Rhodanaten nach 
12 Stunden. Die Methode ist oben angegeben. 





Kaninchen Nr. 1, pq des Harns 4,4 Kaninchen Nr. 2, Pq des Harns 8,0 


KCNS H,0 KCNS H,0 

mg-°?/o %g mg-°/9 09 
ee 74,7 — 38,7 — 
Niere. ... 30,2 75,61 27.4 74,17 
fC oe 22,2 72,43 11,7 71,72 
GE Ss. 21,3 — 13.6 - 
Gehirn ... 9,7 78,48 5,3 - 
Muskel .. . 5,7 75,85 3.7 75,37 
Hei Goes 51,0 67,63 13.9 64,85 
Lunge ... 44.5 — 22.9 77,66 
Magen ... 21,1 79,57 14,2 79.07 
Dickdarm . . 10,6 84,01 3,5 81,15 
Trachea. .. 3i,1 — 16,5 — 
Knorpel. . . 38,0 -- 13,9 — 


Diese Tabelle erganzt das tiber das Verhalten der Ausscheidung Gesagte. 
Das mit saurer Kost gefiitterte Kaninchen hat in den Organen doppelt 
so viel Rhodanate und deutlich mehr Wasser als das alkalisch gehaltene. 
Dieses veranschaulicht die protrahierte Ausscheidung der Rhodanate und 
zum Teil auch das Verhalten des Wassers, namlich die ausgesprochenere 
Wasserretention bei Haferdiat. 

Beachtenswert ist die Verteilung der Salze. Das Serum steht, was die 
Rhodanatausscheidung betrifft, an der Spitze, wohl dank der 12 Stunden 
zuriickliegenden Injektion, sonst ist die Verteilung entsprechend der bei 
Kochsalz bekannten (10) (12) (13) (20). Auch das Kochsalz wird haupt- 
sichlich in der Haut, im Knorpel und wohl deshalb auch in der Trachea 
und Lunge gespeichert, mehr als in der Leber und Milz oder Niere. 

Die Niere des alkalisch ernahrten Kaninchens ist wohl deshalb 
so reich an Rhodan, weil es dieses durch den Harn sofort ausscheidet, 
waihrend das bei saurer Kost gehaltene Kaninchen die Ausscheidung 
langsam bewirkt. Sonst sind die Organe dieses Tieres fast genau doppelt 
so reich an Rhodanaten wie die des alkalisch gefiitterten. 

Die Versuche, welche wir an Menschen ausfiihrten, sollten als Er- 
ginzung der Untersuchung dienen. Bei ausgesprochenen Carnivoren, wie 
dem Hund, fanden wir (15) dieselben Verhaltnisse, wie bei Kaninchen mit 
saurem Harn, namlich eine viel deutlicher ausgesprochene protrahierte 
Ausscheidung. Ahnliches wurde beim Menschen, dem Omnivoren, beob- 
achtet. Es galt nun die Differenz, welche die vegetabilische Kost beim 
Menschen bewirkt, naher zu studieren. 

Die Diat bestand aus 2000cem Milch, 400g Semmel, 50g Butter, 
50g Rohrzucker, etwa 2800 Calorien; der Harn war bei dieser Nahrung 
sauer; pH 5,3 bis 5,8. 

Die vegetabilische Kost bestand aus derselben Menge Milch und Semmel 
und 500 ¢ Kartoffel statt Zucker und Fett und 3g MgO und 12 cem NaHCO,, 
um eine ausgesprochen alkaiische Reaktion zu bewirken. Harn-pq war 8,0. 

Nach 3 Tagen solcher Kost wurde jedesmal 0,5 g Natriumrhcdanat 
per os genommen und der Harn am Tage der Einnahme in einem Abstande 
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von 12 Stunden, an den folgenden Tagen einmal taglich bis zur normal 
Ausscheidung untersucht. Wir geben nur die hier in Frage kommende) 
Zahlen an, 

Saure Kost (Milch, Butter, Zucker). 


Person M. Person S. 





0 


KCNS 
in mg-°/» 
cr ' 
ma 
g 


KCNS 


in mg- 
in eem 


KCNS 


in mg 


Harnmenge 
it 

NaCl in g 
Speichel 
in m 
Harnmenge 
NaCl in g 
in m 


1500) 54 : 119 11,9 |; - 2600 

1500 | 5 a 110 18,2 1750 

1350. 3. 121 10.3 1180 

0,509 ¢ NaCNS 0,500 ¢ NaCNS 

1050 || 5, Da 90,8. 35,3 or 1660 8.3 113 | 525 
1050 5. 5, 149 46,6 1120 ), 41 | 207 ; 57,0 
1120 | 5,2 | 5 272 34,5 1650 | 5.¢ 5.5 53,3 
1300 || 5,6 | - 141 34,8 820 || 5, 188 | 32.7 
1250 || 5, 131 35,0 910 ), — 9216 | 51.4 





Bei saurer Kost war beim Menschen die Ausscheidung der Rhodanat: 
mit der bei Haferfiitterung des Kaninchens vergleichbar. Die Rhoda 
ausscheidung erreicht am zweiten oder dritten Tage ihr Maximum und 
dauert lange (in unserem Falle 12 Tage). Die Wasserretention war bei .\/ 
ausgesprochen, bei S. kaum angedeutet, die Ausscheidung im Speiche! 
zeigt ebenfalls erst am zweiten Tage ihr Maximum. Im Blute sind di 
Rhodanate vermehrt, die Chloride im Harn zeigen dagegen keine Steigerune. 


wie sie von uns beim Hunde beobachtet war. 


Alkalische Kost (Milch, Kartoffel, MgO und NaHCO,). 


Person M. Person S. 





rea 
£ 


in eem 
Blut 
KCNS 

in mg-9/5 
in mg 


Harnmenge 
KCNS 
in mg 
NaCi in 


NaCl in 


1050 7. a 105 | 15, 
1100. 7 5, 117 | 20, 
1100 8 3. - 16, 
0,500 ¢ NaCNS 
1390 7.9 5,3 132 | 44,4 | 2, 1610 
1390) 8.0 4.7 141 | 38.8 15609 
1100 8.0 4,9 126 | 43.4 1469 
1100 80 6.4 168 40.0 67 1420 
1000 6.5 8,7 178...) 24D 820 





1500 5,8 11,1 170 26,6 . S60 


Die alkalische Kost anderte in der Ausscheidung verhaltnismaSiz 
wenig. Die Ausscheidung der Rhodanate zeigte den gleichen protrahierte: 
Typus und war noch nach 7 Tagen nicht zur Norm zuriickgegangen. Mar 
sieht jedoch eine beschleunigte Steigerung des KCN S-Anteiles im Speichel 
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Die Wasserausscheidung war diesmal besonders bei .W/. anders wie bei 
urer Kost. Bei alkalischer Kost ist die Einnahme von Rhodansa!lzen 
yon einer vermehrten Wasserausscheidung gefolgt, dagegen bei sauren wurde 
ne deutliche Retention beobachtet. Dieser Unterschied in der Wasser- 
ewegung war bei S. weniger angedeutet, jedenfalls ist bei alkalischer Diiit 
‘her eine gréBere Wasserausscheidung als bei saurer Diaét zu sehen. Die 
Chloride im Harn zeigen beim Menschen keinerlei Anderung bei jeder 
Kost. Die Ausscheidung von Rhodan behielt nach alkalischer Kost die- 
selbe langdauernde Tendenz wie bei der sauren. Das eine charakteristische 
Zeichen die maximale Ausscheidung am zweiten oder dritten Tage nach 
der Salzdarreichung war auch beim Menschen nach saurer Diaét zu sehen 
ind es ist wohl erlaubt, daraus den SchluB zu ziehen, da mit dem Wasser 
iich die Rhodanate anfangs retiniert werden, um spater linger ausgeschieden 
zu werden, dagegen halt bei alkalischer Kost ihre Ausscheidung mit dem 
Wasser gleichen Schritt. 

Dieser Befund bei Menschen, Kaninchen und Hund erlaubt wohl 
eine gewisse typische Ausscheidungsart fiir jede Tierart festzustellen. Die 
Ausscheidungsart des Hundes ist typisch fiir die auch sonst bei saurer 
Kost gefundene: d. h. eine langsame mit Wasserretention verbundene 
\usscheidung. Das Kaninchen dagegen der Repriisentant der bei alkali- 
schem Harn beobachteten Ausscheidung: beschleunigte mit Wasseraus- 
scheidung verbundene Entlastung des Organismus von den Rhodansalzen. 
Der omnivore Mensch zeigt keine so ausgesprochene Tendenz zur raschen 
und kurzdauernden Ausscheidung, wie das pflanzenfressende Kaninchen 
mit alkalischem Harn, vielmehr ist auch bei alkalischer Kost die Tendenz 
zur langsamen Ausscheidung ausgesprochen. Andererseits ist das Kaninchen 
schwer zu einer protrahierten Ausscheidung zu zwingen und entledigt sich 
auch bei saurer Kost der Rhodanate viel rascher als der Hund, welcher 
wiederum wohl als ausgesprochener Fleischfresser zu eimer schnellen Aus- 
scheidung auch bei alkalischer Kost kaum gezwungen werden kann. 


Zusammenfassung. 


Wir haben bei Kaninchen und Mensch die Ausscheidung der sub- 


cutan oder per os gereichten Rhodanate und Sulfate im Harn und 


Speichel verfolgt. 

Bei saurem Harn ist eine langsame, mehrere Tage dauernde Aus- 
scheidung zu beobachten, bei alkalischem dagegen eine rasche. Der- 
selbe Unterschied ist bei Kaninchen nach _ kiinstlicher Ansaduerung 
durch Ammoniumchlorid, sowie durch Alkalisierung mit Natrium- 
hicarbonat zu sehen. 

Beim Menschen ist der EinfluB der sauren und alkalischen Kost 
weniger ausgesprochen, wenn auch angedeutet (Speichel). 

Die Sulfate werden bei jeder Kost rascher abgegeben und fiihren 
zu einer vermehrten Wasserausscheidung, wahrend die Darreichung 
der Rhodanate von einer Wasserretention gefolgt wird. 

Die Chloride werden im Harn nach Rhodaneinfiihrung bei saurer 
Kost mehr ausgeschieden, erfahren aber auch bei alkalischer Kost 
eine Steigerung. Die Sulfatgaben sind nur bei saurem Harn von einer 
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kurzdauernden Steigerung der Chloride im Harn gefolgt [Méller (14 
Das Verhalten der Rhodanate in den Organen erklart die Verdrangun 
der Chloride, indem alle die Organe Rhodanate enthalten, welc| 
normal am chlorreichsten sind. Die Chlorvermehrung im Harn js: 
somit ein Zeichen der Verdrangung und nicht der vergr6éBerten Niere: 
durchlassigkeit [Schade (23)]. 
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i ber die Natur der durch den Darm ausgeschiedenen Caleium-, 
Magnesium- und Phosphorverbindungen und ihr Vertcilungs- 
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(Eingegangen am 29. Juni 1934.) 


Das im groBben und ganzen gleichbleibende Mengenverhaltnis 
zwischen dem im Darmkot ausgeschiedenen Ca und P lieB die Auf- 
fassung aufkommen, da diese beiden Elemente vom Darm in aqui- 
valenten Mengen als Tricalciumphosphat ausgeschieden werden. 


Tatsachlich deuten die Versuche von Telfer (7) und von Briggs (1) 
darauf hin, daB eine Steigerung des Ca-Gehaltes in der Nahrung auch eine 
Zunahme der P-Ausscheidung zur Folge hat. Auch Scheunert, Schattke 
und Weise (5) zeigten durch Versuche an Pferden, daBS Ca- und P-Aus- 
scheidung in einander entsprechender Menge verlaufen. Orr, Holt, Wilkins 
und Boone (4) suchen die ungiinstige Ausnutzung des Ca und P im Pflanzen- 
futter dadurch zu erkliren, daB gegeniiber der Milch eine Verschiebung 
des Verhaltnisses Ca/P vorhanden ist, welche die Bildung von Tricaleium- 
phosphat férdert. Hiernach miiBten alle die Entstehung von Tricalcium- 
phosphat férdernden Faktoren zugleich auch bei der Regelung des Kalk- 
stoffwechsels beteiligt sein. Auf Grund neuerer Untersuchungsergebnisse 
wird jedoch der Bildung von Tricaleciumphosphat im Darm nicht eine derart 
entscheidende Beeinflussung des Kalkstoffwechsels eingeraumt, weil der 
Kalk auBer als Tricalciumphosphat auch in anderen Verbindungen den 
Kérper verlassen kann, nach Telfer (8) und nach Sjollema (6) insbesondere 
zum Teil in Form von Kalkseifen bzw. Calciumearbonat. Des weiteren 
zeigten eigene Untersuchungen (2), daB auBer Caleiumearbonat auch normale 
und saure Phosphate, sowie andere P- und CO,-freie Calciumverbindungen, 
durch den Darm ausgeschieden werden und da die letzteren teilweise als 
an Fettsauren gebunden aufgefaBt werden diirfen. 
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Die enge Beziehung dieser Frage zu den Kalkstoffwechselstérungen 
veranlaBte uns, eine weitere genaue Priifung des Verhaltens der bei 
der Kalkausscheidung in Betracht kommenden Verbindungen auf Grund 
von Verteilung und Beschaffenheit der im Darmkot vorkommenden 
Ca-, Mg- und P-Verbindungen vorzunehmen. 

Die diesbeziiglichen Untersuchungen wurden am lufttrockenen Kolon- 
darminhalt von acht Ferkeln ausgefiihrt, die in friiheren Versuchen (3) 
mineralstofflich verschiedenartig zusammengesetzte Nahrung erhalten hatten, 
da uns dieser Darminhalt rein und reichlich zur Verfiigung stand, und wir 
durch friihere Versuche wuBten, da8 der Kolondarminhalt sich in seiner 
Zusammensetzung nicht wesentlich vom entleerten Kot unterscheidet. 
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Vier Gruppen zu je zwei Ferkel erhielten als Grundfutter fiir 10 | 
Lebendgewicht 100g Maisschrot, 250g Gerstenschrot, 50g Weizenklei: 
50 g¢ Fleischmeh!l und 1,8 g Kochsalz; das Futter muB mit seinem Fett- 
gehalt von 2,28% als fettarm bezeichnet werden. Die Erdalkali-A 

kalitét (EA.) des Grundfutters fiir die erste Gruppe (Ferkel Nr. 1 und 
wurde durch Zugaben von 10g CaCO, und 0,9g D-Vitaminpraparat a 
22,53 mg Aquivalenzen gebracht. Die zweite Gruppe (Ferkel Nr. 2 
und 6) erhielt dieselbe Nahrung wie Gruppe I, jedoch ohne D-Vitami: 
Beide Gruppen entwickelten sich normal und blieben gesund. In dem 
mit 20 g CaCO, erginzten Futter der dritten Gruppe (Ferkel Nr. 3 und 7 
belief sich die EA. auf + 70,40mg, in dem mit 8g NaH,PO, erganzten 
Futter der vierten Gruppe (Ferkel Nr. 4 und 8) auf 70,29 mg Aqu 
valenzen. Die Tiere der letzten zwei Gruppen blieben in der Entwicklun; 
zuriick und erkrankten auch an schwerer Rhachitis. Des weiteren wurc: 
der von friiheren andersartigen Versuchen aufbewahrte lufttrockene Darmkot 
eines Ferkels aus zwei (II und III) Stoffwechseluntersuchungsperioden 
untersucht. Dieses Tier (Nr. 15) verzehrte ad libitum fettreiches emulgiertes 
Futtergemisch aus 600 g abgerahmter Milch, 130 g Wasser, 65 g Ceres-Fett, 
100g 5% iger Milchséurecalcium- und 100g 5°%iger Na,H PO,-Lésung 
mit 5,98 °, Fettgehalt und mit 18,55 mg Aquivalenzen entsprechender EA. 
Die Menge des Ca, Mg und P wurde aus der kieselséurefreien Asch« 
lésung des mit Sodalésung eingedampften und veraschten luftrockenen 
Kotes bestimmt, und zwar das Ca nach dem bekannten Oxalatverfahren, 
das Mg und der P nach dem Urbdanyischen (9) kolorimetrischen Verfahren, 
das CO, nach einem in einer noch nicht veréffentlichten Arbeit beschriebenen, 
zur Bestimmung des CO,-Gehaltes der Knochenmasse verwendeten Ve! 
fahren. Die Bestimmung des freien Fettes geschah durch Extrahieren 
der als Seife gebundenen Fettséuren mit Ather, durch leichtes Erwairmen 
der lufttrockenen Masse in verdiinnter Schwefelséure, Abfiltrieren der 
Fliissigkeit, wiederholtes Auswaschen des Filterriickstandes, Trocknung 
und Extraktion mit Ather. Nach Abzug des schon vorher bestimmten 
Fettgehaltes erhielten wir die Menge der in Seifenform vorhandenen Fett 
siuren. Zur Uberpriifung der Zuverlassigkeit des Verfahrens wurde die 
entfettete lufttrockene Masse ebenfalls in ahnlicher Weise behande'lt. 
Aus Tabelle I] ersieht man, daB im Koloninhalt eine mittlere 
(‘a-Menge anzutreffen war, wahrend eine kalk- bzw. fettreiche Er- 
nahrung den Ca-Gehalt stark ansteigen, eine phosphorreiche Nahrung 
ihn im Gegentei] stark heruntergehen lieB. Die phosphor- und di 
fettreich ernahrten Ferkel brachten bedeutend gr6éBere P-Mengen zur 
Ausscheidung. Des weiteren waren bei kalkreicher Ernahrung bedeutend 
gréBere, bei phosphorreich gefiitterten Tieren bedeutend geringer 
CO, Mengen vorhanden. Es soll nicht unerwahnt bleiben, dab di: 
Menge der gebundenen Fettsaéuren sich mit wechselndem Futter anderte 
Durch fettreiche Nahrung wird die Menge der gebundenen Fettséuren 
auBerordentlich gesteigert, durch fettarme und phosphorreiche Er- 
naihrung merklich vermindert. Es lieB sich ferner feststellen, daB bei 
fettarmer Ernahrung 68 bis 93°, des Gesamtfettes unmittelbar mit 


Ather ausgezogen werden kénnen und nur 7 bis 32% als Seifen vor- 


handen sind, wahrend bei fettreicher Fiitterung gerade das Gegentei! 
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beobachtet wird (11°, des Gesamtfettes unmittelbar extrahierbar, 89 
in gebundener Form nachweisbar). 

Weiterhin wurde die Menge des saéure- bzw. wasserléslichen Ca-, M; 
und P-Gehaltes bestimmt. Dies geschah durch 2stiindiges Stehenlassey 
von einigen Gramm der lufttrockenen Masse in n/2 HCl bzw. in Wasse: 
unter haufigem Umschiitteln, darauffolgendem Eindampfen eines Teiles 
des filtrierten Auszuges mit Sodalésung und Analyse der Asche. In de: 
Auszuge wurden fernerhin die mit Ammoniak, desgleichen die aus de: 
ammoniak-alkalischen Lésung mit Magnesiamischung und mit Dinatrium 
hydrophosphat abscheidbaren Mengen von Ca, Mg und P bestimmt. Aut 
Grund der Analysenzahlen wurde einerseits die Verteilung von Ca und Mg 
unter die sauren, andererseits die Verteilung von P unter die basischen 
Bestandteilen berechnet. 

Es zeigte sich das Ca des Kotes nahezu restlos in Salzsaure léslich, 
ohne da in dieser Beziehung eine Abhangigkeit von der Zusammensetzung 
des Futters wahrzunehmen ist. Nur bei den azidotisch gehaltenen und 
den mit der Emulsion gefiitterten Tieren waren deutlich héhere Werte 21 
finden. Ein betrachtlicher Teil des Ca zeigte sich auch wasserléslich, am 
groBten bei den normal-vitaminotisch ernahrten Tieren, um dann in der 
Reihenfolge der normal, der azidotisch, der alkalotisch und endlich der 
mit Emulsion ernahrten stufenweise abzunehmen. Der gréBere Teil dieses 
wasserléslichen Ca-Teiles laBt sich mit Ammoniak nicht abscheiden, 1 
muB daher in Verbindungen zugegen sein, die auch in stark alkalischer 
Umgebung gelést bleiben. Das teilweise an Fettsiuren gebundene (a 
wurde derart bestimmt, daB jeweils der Alkaliverbrauch der Fettsaéuren 
ermittelt und aus dem Ergebnis auf die Menge des gebundenen Ca 
geschlossen wurde. Es ergab sich dabei, daB bet verhdltnismapig fett- 
armer Erndhrung die Kalkseifen keine bedeutende Rolle bei der Kalk- 
ausscheidung spielen (im ganzen bloB 2,5 bis 5% des Gesamt-Ca an 
Fettsiuren gebunden), dagegen erwies sich bei dem mit fettreicher 
Milch ernahrten Tier die 33 bis 36°, betragende Menge des Ca-Gehaltes 
als in Seifenform gebunden, ein Zeichen dafiir, daB bei fettreicher Er- 
naihrung ein ansehnlicher Teil des Ca als Kalkseife den K6rper verlabt 
Kin betrachtlicher Teil des durch den Darm ausgeschiedenen Ca zeigt 
sich fernerhin an Kohlenséure gebunden, und zwar in verhaltnismabig 
geringster Menge bei dem mit der Emulsion ernahrten Ferkel, dann in 
stufenweise zunehmender Menge bei den azidotisch, den normal- 
vitaminotisch und den alkalotisch gefiitterten Tieren. Hiernach beteiliq! 
sich die Kohlensdure in betrdchtlichem Mae an der Kalkausscheidung in 
Darm,. Unter normalen Verhaltnissen verlaBt Ca den Kérper fast bis zu: 
Halfte an Phosphorsaéure gebunden, und zwar in verhaltnismaBig groBe: 
Menge bei den azidotisch gehaltenen Tieren, wenn auch die absolute Meng: 
der bei dem gesunden Ferkel erhaltenen nachsteht. Die hierbei beobach- 
tete Vermehrung des an Phosphorsaéure gebundenen Ca auf Kosten des an 
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Kohlenséure gebundenen JaBt darauf schlieBen, daB durch eine phos phor- 
iche Nahrung dem Organismus weniger Kalk entzogen wird als auf Grund 
les Phosphoriiberschusses zu erwarten ware, dap sogar statt Kalkentzichung 


eigentlich eher von einer schlechteren Kalkausnutzung die Rede sein diirfte. 


Desgleichen kann auch die bei den alkalotisch ernahrten und den mit 
Emulsion gefiitterten Ferkeln gréBere absolute Menge des an Phosphor- 
siure gebundenen Ca nicht aus einer Phosphorentziehung durch eine 
kalkreiche Nahrung abgeleitet werden, weil die Vermehrung dieses Ca 
auf Kosten des an Mg gebundenen Phosphorgehaltes vor sich geht. 
Kin weiterer betrachtlicher Teil des Kalkes verlaBt den Koérper auch 
in einer wasserléslichen, wahrscheinlich lose an EiweiBabbaustoffe ge- 
bundenen Form, was schon daraus geschlossen werden kann, da sich 
dieser Ca-Anteil in alkalischer Umgebung bei Gegenwart von Phos. 
phaten vollstandig abscheiden laBt. Dabei zeigte sich, wie schon friiher 
mitgeteilt, eine viel staérkere Auswirkung der durch die Phosphat- 
darreichung aufrecht erhaltenen Azidose auf das Skelett des Ferkels 
Nr. 4 als auf das des Genossen Nr. 8. Weiterhin ist bemerkenswert, 
daB das azidotisch gehaltene Ferkel Nr. 4 etwas weniger an Phosphor- 
siure gebundenes Ca ausgeschieden hat, als zur Bildung von Tricalcium- 
phosphat erforderlich ist ; es muB daher in Ubereinstimmung mit unseren 
friiheren Feststellungen angenommen werden, dab bei diesem Tier das 
Ca teilweise als saueres Phosphat zur Ausscheidung gelangt war. 

Die Menge des saureldslichen P ist bei den azidotisch gefiitterten 
und den mit der Emulsion ernaihrten Tieren gréBer als bei den tibrigen 
Versuchsferkeln. Die Erklarung hierfiir findet man in dem aus einem 
siureléslichen mineralischen Phosphat bestehenden P-Gehalt sowohl 
des azidotischen als auch des Emulsionsfutters, wahrend die Nahrung 
der ibrigen Tiere schwer aufschlieBbare pflanzliche Phosphate enthielt. 
Die Menge des wasserléslichen Anteils des P-Gehaltes betragt bei den 
normal und den alkalotisch gefiitterten Tieren weniger als 10°, wahrend 
bei den azidotisch ernahrten Tieren nahezu 50°, auf ihn entfallen. 
Bei dem Ferkel, das mit der Emulsion gefiittert war, iibersteigt er in 
der zweiten Versuchsperiode 10°, nur wenig und in der dritten Periode 
ist er sogar nur in ganz geringer Menge nachzuweisen. Mit Ausnahme 
der azidotisch gehaltenen Tiere, zeigte sich der wasserlésliche P-Gehalt 
zum gréBten Teil mit Ammoniak abscheidbar, ein Beweis, dab dieser 
P-Anteil unter dem begiinstigenden EinfluB der im Darm vorhandenen 
Abbaustoffe gelést wurde. Der wasserlésliche und mit Ammoniak 
abscheidbare P-Gehalt blieb bei samtlichen Tieren unter 10%. 
wahrend die mit Ammoniak nicht abscheidbare Menge am _ ge- 
ringsten bei den mit alkalotischem Futter versorgten Tieren und in 
der zweiten Stoffwechselperiode bei dem mit der Emulsion gefiitterter: 
Ferkel war. Aus der Feststellung, daB zwar die azidotisch gehaltenen 
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Tiere 36 bis 40°, des Gesamt-P in wasserléslicher Form zur Ausscheidy 
brachten, bei den iibrigen Tieren aber die Alkaliphosphate mit ein 
im ganzen bestaéndigen, jedoch nicht mehr als 1,5 bis 2,4 °% des Gesamt-P 
betragenden Menge gefunden wurden, mu gefolgert werden, dal} « 
P-Uberschiisse auch in Alkaliphosphaten durch den Darm ausgeschicd 
werden kinnen, und da} dementsprechend beim Vorhandensein eines 


normalen Alkalivorrates im K6rper selbst bedeutende P-Uberschiissi 


Futter keine namhaften Kalkmengen dem Kérper entziehen. Die Hauyt 
menge des ausgeschiedenen P verlaBt den Kérper an Erdalkalien 
bunden. Wahrend aber im Kot der azidotisch gehaltenen Tiere infoly: 
seines hohen Alkaliphosphatgehaltes bloB 50 bis 53°, des Gesamt-P i: 
Erdbasenbindung angetroffen wurden, fanden sich bei den iibrigen 
Tieren 83 bis 95°, in Ca- und Mg-Verbindungen vor. 

Die Verteilung des an Erdbasen gebundenen P zwischen Ca wu 
Mg wurde durch Berechnung bestimmt, weil aus dem Salzséureausziy 
viel gréBere Kalkmengen zur Ausscheidung gelangen, als auf Grund des aus 
der abgeschiedenen Ca- und Mg-Menge bestimmten P-Gehaltes zu erwarte: 
ware. Als Grundlage hierfiir haben wir die versuchsméBige Feststelluny 
gewahlt, daB der Ca- und Mg-Gehalt des Salzsiureauszuges durch Alka 
phosphatzusatz mit Ammoniak vollsténdig zur Abscheidung gebrac] 
werden kann, und daf{S der P-Gehalt des dabei entstandenen Niederschlags 
mit dem auf Grund des Ca- und Mg-Gehaltes vorausberechneten P-Gehalt 
iibereinstimmt, weil ja beim Vorhandensein von reichlichen Mengen Ammonia! 
und nur wenig Ammoniumsalzen in der Kalte der Kalk als Ca, (PO,),0H 
und das Mg hauptsachlich als Mg, (PO,), ausgeschieden wird. Die Richtig 
keit der Berechnung erscheint dadurch begriindet, da®B einerseits die My 
Mengen des mit Ammoniak erhaltenen Niederschlags und andererseits 
die nach den Verteilungsquotienten berechneten Mg-Mengen innerha|! 
der Fehlergrenzen miteinander tibereinstimmen. Hieraus konnten aus de 
an Ca gebundenen P-Menge, unter Annahme einer Bildung von Tricaleium 
phosphat, die Zahlenwerte fiir den an P gebundenen Kalk berechnet werden 


Sowohl bei den alkalotisch gehaltenen, als auch bei den mit de: 
Emulsion gefiitterten Ferkeln, waren im Darmkot die relativ grébten 
an Ca gebundenen P-Mengen vorhanden. Schon geringer waren sie bei 
den normal ernahrten Tieren, wahrend sie bei den azidotisch 
fiitterten Ferkeln nur ungefaihr 50°, betrugen. Unsere friihere Fest 
stellung, dap P-Uberschiisse in der Nahrung keine merkliche Kalk 
entzichung im Korper zur Folge haben, erfahrt dadurch eine weitere Stiitz 
dap wir bei den azidotisch gehaltenen Tieren die niedrigsten Werte fi 
an Ca gebundenen P erhielten, trotzdem gerade diese Tiere den héchsten 
P-Gehalt im Kot zeigten. 


Die Léslichkeit des Mg in Salzséure ist gegeniiber der des Ca und P 
geringer, wenn auch die Hauptmenge sich als salzséureléslich und ein 
betrachtliche Menge als wasserléslich erweist, wobei der wasserléslicl: 
Anteil hauptséchlich in Phosphatbindung vorkommt. Am meisten an 
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P gebundenes Mg war bei den azidotisch ernahrten und den mit der 
Emulsion gefiitterten Ferkeln vorhanden, weniger bei den kalkreich 
ikalotisech ernahrten und am wenigsten bei den normal gefiitterten 
Tieren. Ein betrachtlicher Teil des Mg liegt nicht in P-Bindung vor. 
Die wasserléslichen Anteile bediirfen zu ihrer Fallung mit Ammoniak 
der Zugabe von Alkaliphosphat. Dieser Mg-Anteil ist am gréBten bei 
den alkalotisch, nur mittelmabig bei den normal und am geringsten 


bei den azidotisch und den mit Emulsion gefiitterten Ferkeln. 


Zusammenfassung. 


Der durch den Darm ausgeschiedene Kalk verlaBt den Kérper sowohl 
in normalen, wie in sauren Phosphaten, ferner als Kalkcarbonat, als 
Kalkseife sowie auch in vorlaufig wenig bekannten, teils wasserlislichen, 
teils wasserunléslichen Verbindungen, des weiteren sein an P gebundener 
Inteil teilweise in organischen Verbindungen. Das gegenseitige Verhdltnis 
der bei der Kalkausscheidung beteiligten chemischen Verbindungen wird 
durch die jeweilige Zusammensetzung der Nahrung verdndert. Durch dic 
Zusammensetzung der Nahrung wird auch die P-Verteilung insofern be- 
einflupt, als neben wasserunloslichem, an Erdbasen gebundenem Phosphor 
auch gut wasserlésliche Alkaliphosphate im Darmkot vorkommen, und 
-war die letzteren in betrdchtlicher Menge bei phosphorreicher Fiitterung. 
Das mit dem Kot ausgeschiedene Magnesium zeigt sich teilweise wasser- 
loslich; sein wasserléslicher Antetl kommt zum Teil in Phosphatform, 
teilweise in unbekannten Verbindungen vor. Weder durch reichliche 
Ca-Uberschiisse, noch durch bedeutende P-Uberschiisse in der Nahrung 


werden die Kalk- bzw. Phosphorvorrate des Koérpers in nennenswertem 


oder mindestens nicht in einem dem lberschuB entsprechendem Mape ver- 


mindert. Den Fettsiuren kommt nur bei sehr fettreicher Ernahrung cine 


nennenswerte Bedeutung bei der Kalkausscheidung zu. 
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Uber die Gewinnung von Inosit aus inositphosphorsauren Salzeu., 


Von 
K. Lindenfeld. 


(Aus dem Institut fiir pharmazeutische und toxikologische Chemie de: 
Universitat in Warszawa.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1934.) 


Im Zusammenhang mit der Analyse der Phytinpraparate tauchte 
die Frage auf, ob Inosit aus diesen Praparaten mit hinreichender Aus- 
beute gewonnen werden kann, um die Bestimmung von Inosit in den 
Phytinpraparaten zu erméglichen. Es handelte sich um die Inosit- 
phosphate von Calcium und Magnesium, wie z. B. ,,Phytin’‘, die arznei- 
lich empfohlen werden. 

Die Inosithexaphosphorséure spaltet bekanntlich unter dem Einfluti 
verschiedener Faktoren leicht Phosphorsiure ab, wobei Inositphosphor- 
siuren von niedrigerem Phosphorséuregehalt entstehen. Eine derartige 
Zersetzung der Inosithexaphosphorséure kann auch wahrend der Fabrikation 
der Phytinpraparate stattfinden, weshalb diese Praparate meistens Ce 
mische verschiedener inositphosphorsaurer Salze darstellen. Dies wurde 
hinsichtlich der in SowjetruBland produzierten Praparate unter Anwendung 
der fraktionierten Kristallisation der Bariumsalze von Seligson! festgestellt. 
Anderson® sonderte aus Phytin die Inosithexaphosphorséure in Form des 
Bariumsalzes ab, wobei die Ausbeute in bezug auf die verwendete Phytin 
menge nur 50% betrug; es entsteht damit die Frage nach der Zusammen 
setzung der anderen Halfte der Substanz. 

In den Salzen der Inosithexaphosphorsaure ist das Inositmolekii 
mit sechs Atomen Phosphor verbunden, das Verhaltnis 

Zahl der Phosphoratome 

Zahl der Inositmolekiile 
(mit P/1 bezeichnet) hat somit den Wert sechs; fiir die Inositpenta- 
phosphate betragt dieses Verhaltnis fiinf, fiir die Inosittetraphosphate 
vier usw. Wenn es also méglich ware, Inosit in den Phytinpraparaten 
quantitativ zu bestimmen, so kénnte die Berechnung von P/I aus dem 
Gehalt an Inosit und an Phytinphosphorséure Auskunft tiber die in 
dem betreffenden Praparat enthaltenen Inositphosphorsauren liefern 

Dieser Méglichkeit wurde jedoch bisher wenig Aufmerksamkeit ge 
schenkt. Nach Seligson*®, der sich dieser Aufgabe widmete, ist diese Be 
stimmung nicht mdglich, da er nur 66 bis 89% der aus dem Kohlenstott 
gehalt der Priiparate berechneten Mengen Inosit erhalten konnte. Seligso 


! Untersuchung der Phytinpraparate (russisch) 8. 50. Moskau 1930. 
2 J. of biol. Chem. 17, 171, 1914. — ® l.c. S. 72. 
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hydrolysierte die Inositphosphate, indem er sie meist mit Wasser 6 bis 
32 Stunden auf 160 bis 170° erwarmte. Er erhielt eine Ausbeute von 89% 
bei zwélfstiindiger Erwarmung des Praparats mit 50° iger Schwefel- 
saure auf 160°; es ist zu verzeichnen, daB in diesem Falle weder der Schmelz- 
punkt noch der Aschengehalt des rohen Inosits angegeben wurde. 

In Anbetracht der Bedeutung, welche die Méglichkeit der Be- 
stimmung von Inosit fiir die Analyse der Phytinpraparate besitzt, 
untersuchte ich, mit welcher maximalen Ausbeute Inosit aus diesen 
Praparaten zu gewinnen ist. 

In Vorversuchen wurde das Verhalten von Inosit bei Einwirkung 
von Wasser und von verdiinnten Saéuren untersucht. Nach Maquenn! 
soll Inosit gegen rauchende Salzséiure sogar bei 200° widerstandsfahig 
sein; aus den unten angegebenen Versuchen ergibt sich jedoch, dab 


sich Inosit nicht nur unter Einwirkung von 25°, iger Salzséure bei 193° 


vollstaéndig zersetzt, sondern sogar beim Erwairmen mit Wasser einer 
teilweisen Zersetzung unterliegt. 


Einwirkung von verdiinnten Siuren und von Wasser auf Inosit. 


1. Zuerst wurden die Bedingungen festgestellt, unter welchen sich 
Inosit quantitativ aus Wasser kristallisieren lit. 1 g Inosit wurde in 5 cem 
heiBen Wassers gelést. Zu der Lésung wurden 80 ccm heiBer 96 %iger 
Alkohol und nach dem Erkalten 80 ccm Ather zugesetzt. Nach einigen 
Stunden wurden die Kristalle abfiltriert, mit Ather gewaschen und im 
Vakuum getrocknet. Es wurden 0,99 g, d. h. 99% zuriickgewonnen. 


2. Einwirkung von Salzsdure. 1g Inosit wurde 3 Stunden mit 40 cem 
25% iger Salzsaure auf 140 bis 150° erhitzt. Die gelbe Lésung wurde zur 
Trockne verdampft und der Riickstand nach 1. umkristallisiert. Es wurden 
0,95 g, d. h. 95% wiedergewonnen. 


1g Inosit wurde mit 40 cem 25°%iger Salzsiure 2 Stunden auf 193° 
erhitzt. Die Lésung wurde schwarz, schied reichliche Mengen eines schwarzen 
verkohlten Niederschlags ab und besa®B starken brenzlichen Geruch. 


3. Einwirkung von Schwefelsdure. 1g Inosit wurde 3 Stunden mit 
40 eem 5 n Schwefelsaure auf 150 bis 160° erhitzt. (Unter diesen Bedingungen 
wurden die Inositphosphate von Anderson? hydrolysiert.) Die hellgelbe 
Lésung wurde mit Bariumhydroxyd versetzt, filtriert, das Filtrat mit 
Kohlendioxyd gesiattigt, vom ausgeschiedenen Bariumcarbonat abfiltriert 
und im Vakuum zur Trockne gedampft. Der Riickstand wurde mit Wasser 
ausgezogen, der Auszug filtriert und zur Trockne verdampft. Der kristaili- 
nische Riickstand wurde nach |. umkristallisiert. Es wurden 0,87 g, d. h. 
87°, des Inosits wiedergewonnen. 

4. Einwirkung von Wasser. Proben von je 1g Inosit wurden mit je 
40 cem Wasser in Bombenréhren erhitzt, die Lésung dann zur Trockne 
verdampft und der Riickstand nach 1. umkristallisiert. 


1 Ann. de Chim. et de Phys. [6], 12, 108. — ? J. of biol. Chem. 17, 
144, 1914. 
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Erhitzungs- 

: me ‘ Ausbeute an In 
dauer Farbe Geruch 

oC Std. 6 


lemperatur 


135—140 i farblos - 99 
165—170 é schwach gelblich braun | -- 95 
195—200 dunkelbraun brenzlich 93 


Am zweckmaBigsten erwies sich fiir die Gewinnung von Inosit aus 
Inositphosphaten die bisher fiir diesen Zweck nicht verwendete Ameisen.- 
siure, weil sie sogar in 25% iger Lésung Inosit nicht starker als Wasser 
zersetzt, und iiberdies durch wiederholtes Verdampfen mit Wasser unte: 
vermindertem Druck leicht zu entfernen ist. 

Einwirkung von cain nsdure auf Inosit. Proben von je 1 g Inosit 
wurden mit je 45cem 25°%iger Ameisensiure in Bombenréhren erhitzt, 
die Lésung dann im Wasserbad zur Trockne verdampft und der Riick- 
stand nach 1. umkristallisiert. 





Temperatur Erhitzunge- Ausbeute an Inos 


dauer Farbe Geruch 
9C Std. 


136 5,5 farblos schwach brenzlich 

140—150 2 nach Ameisensaure 97 
163 é gelblich i ” 95 
193 if gelb schwach brenzlich 90 


Die Inositphosphorséuren sind sehr leicht hydrolysierbar. — Fiir 
die véllige Hydrolyse der Inositphosphorsaéuren ist, wie experimente|! 
erwiesen wurde, zweistiindiges Erhitzen auf 160 bis 170° mit 20 %,iger 
Ameisensiure hinreichend. Bei Anwendung von Wasser unter denselben 
Bedingungen war die Ausbeute gegeniiber der Hydrolyse mit Ameisen- 
sdiure nur um einige Prozent geringer. 

In zahlreichen Versuchen iiber die Hydrolyse der Inositphosphorséiuren 
wurden die Temperatur und die Erhitzungsdauer, sowie die verwendeten 
‘Sauren und deren Konzentration gewechselt, um die Bedingungen fest 
zustellen, unter welchen méglichst reiner Inosit mit der besten Ausbeute zu ge- 
winnen ist. Eingehende Beschreibung dieser Versuche soll hier unterbleiben, 





Ausbeute an Inosit 

auf die verwendete Farbe der Lisung 
Phytinmenge berechnet nach Hydrolyse 
Std. 0/5 
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v) Ts ” 
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es seien nur einige Ergebnisse angefiihrt. Fiir die Versuche wurde ,,Phytin* 
verwendet. Proben zu je 5g Substanz wurden mit 40 bis 50 cem Ameisen- 
siure hydrolysiert und Inosit in der weiter unten beschriebenen Weise 
isoliert. 

Inosit kann aus Inositphosphaten mit einer mittleren Ausbeute von 
91% des wirklichen Gehalts erhalten werden. Eine héhere Ausbeute 
ist infolge der Zersetzung von Inosit unter Einwirkung verdiinnter 
Siuren unerreichbar, was oben schon besprochen wurde. Bei der 
Hydrolyse der Inositphosphate und bei der Isolierung des Inosits 
unterliegen etwa 9°, Inosit der Zersetzung. 


Dies ergibt sich auch aus den folgenden Versuchen. 1,04 g¢ Inosit 
wurden mit 50 cem 20°%(iger Ameisensaure 2 Stunden lang auf 165 bis 170° 
erhitzt; dann wurde Inosit nach dem unten beschriebenen Verfahren 
isoliert, nur mit dem Unterschied, da8 Barytwasser nur in zur Erhaltung 
alkalischer Reaktion kaum ausreichender Menge zugesetzt wurde. Die 
Ausbeute betrug 0,96 g, d.h. 92%, der anfanglichen Inositmenge. In 
einem anderen Versuch wurde aus 1,09 g Inosit 1g, d.h. 91,7°% wieder- 
gewonnen. 


Wird bei der Hydrolyse die Erhitzungsdauer verkirzt bzw. die 
Temperatur erniedrigt, so sind die durch Zersetzung bewirkten Verluste 
zwar geringer, die Hydrolyse verlauft jedoch nicht vollstandig. Die 
genaue Beschreibung der Darstellung von Inosit aus Inositphosphaten 
erfolgt unten. 

Gewinnung von Inosit. 


5g der Substanz werden in 50 ccm 20% iger Ameisensaure gelést 
und die Fliissigkeit im Bombenrohr 2 Stunden auf 165 bis 170° erhitzt. 
Das Rohr soll nur bis zu zwei Drittel gefiillt werden, da sonst dunkel ge- 
farbte Blattchen auftreten und die Lésung ebenfalls dunklere Farbe an- 
nimmt. Nach der Reaktion wird die Fliissigkeit samt dem kristallinischen 
Niederschlag von Phosphaten in einen Kolben gefiillt und im Vakuum zur 
Trockne verdampft, etwa 250 ccm Wasser zugegossen und wieder ver- 
dampft. Diese Operation wird noch zwei- bis dreimal wiederholt, was zum 
restlosen Entfernen von Ameisenséure hinreichend ist. Der Riickstand 
wird mit Wasser ausgezogen, die filtrierte Lésung bis auf 300 bis 400 cem 
verdiinnt und mit einer Lésung von 15 g Bariumhydroxyd (,,zur Analyse, 
alkalifrei*‘) in 100 cem Wasser versetzt!, vom ausgefallten Bariumphosphat 
abfiltriert, wobei der Niederschlag mehrmals mit heiBem Wasser auszu- 
waschen ist. Das Filtrat wird mit Kohlendioxyd gesittigt. das ausgefiallte 
Bariumearbonat abfiltriert und mit heiBem Wasser gewaschen. Das Filtrat 
wird im Vakuum verdampft, der Riickstand mit heiSiem Wasser ausgezogen 
und der filtrierte Auszug zur Trockne verdampft. Der kristallinische Riick- 
stand wird wiederum in Wasser gelést, die filtrierte und auf etwa 5 ceem 
eingedampfte Lésung mit einigen Tropfen Essigsiure angesdiuert und mit 
80cem heiBem 96° igen Alkohol versetzt, worauf nach einiger Zeit eine 

1 Der groBe Uberschu8 an Bariumhydroxyd ist zwecks quantitativer 
Ausfaillung von Magnesiumhydroxyd unentbehrlich; sonst wird durch 
Magnesiumsalze verunreinigter Inosit erhalten. 


19* 
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Kristallisation von Inosit beginnt. Nach dem Erkalten werden noch 80 cc 
Ather zugegeben. Nach einigen Stunden werden die ausgeschiedene; 
Kristalle abfiltriert, mit Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet 


Zur Ermittlung des Verhaltnisses der isolierbaren Inositmeng: 
zum wahren Inositgehalt des untersuchten Praparats wurde kristalli- 
nisches inositphosphorsaures Barium dargestellt und sein Inositgehalt 
sowohl aus dem Kohlenstoffgehalt berechnet, als auch durch direkt: 
Isolierung von Inosit nach der oben beschriebenen Weise ermitte!t 


Darstellung von inositphosphorsaurem Barium. Zur Loésung von 100 ¢ 
,Phytin® in sehr verdiinnter Salzsiure wurde Bariumhydroxyd bis zi: 
schwach alkalischen Reaktion zugesetzt. Der abfiltrierte und mit Wass: 
ausgewaschene Niederschlag wurde nochmals in Salzsdiure gelést und 
mit Bariumhydroxyd ausgefallt. Diese Operation wurde noch einma! 
wiederholt, der Niederschlag ausgewaschen und im Vakuum getrocknet 
Das rohe Bariuminositphosphat wurde auf folgende Weise umkristallisiert 
das trockene Pulver wurde in méglichst wenig 3 °,iger Salzsiure gel6st und 
Barytwasser bis zur bleibenden Triibung und dann noch 20g Bariumchlorid 
zugesetzt. Nach einigen Tagen wurden die ausgeschiedenen Kristalle al 
filtriert, ausgewaschen, getrocknet und in gleicher Weise, nur ohne Barium 
chloridzusatz, abermals umkristallisiert. Die abfiltrierten Kristalle wurden 
bis zum Verschwinden der Chlorreaktion ausgewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Die Ausbeute betrug 40 g. 

Bestimmung des Kohlenstoffgehalts im Bariuminositphosphat. — Die 
Substanz wurde mit K,Cr,O, vermischt und dann verbrannt. 


5,183 mg Substanz: 1.23 mg CO, = 6,47% C 
4,008. 45 eo 182 , CO, = 647% C 


Darstellung von Inosit. A. 6 g Bariuminositphosphat wurden 2 Stunden 
mit 50 cem 20 °%iger Ameisensaiure auf 165 bis 170° erhitzt. Die Fliissigkeit 
blieb dabei farblos, der Bariumphosphatniederschlag war kristallinisch 
und schwach gelblich. Der Inosit wurde nach dem oben beschriebenen Ver 
fahren isoliert. Es wurden 0,89 g Inosit erhalten, d.h. 14,8, bezogen auf 
Bariuminositphosphat. Das Produkt war farblos, Schmelzpunkt 225 bis 
226°, Aschengehalt 0,2%. 4,170 mg Substanz: 6,14 mg CO,; 2,59 mg H,O 

B. Der unter A. beschriebene Versuch wurde wiederholt. Die Ausbeut: 
betrug 0,88 g, d.h. 14,7% Inosit. Er war farblos, Schmelzpunkt 225 his 
226°, Aschengehalt 0,39. 4,681 mg Substanz: 6,88 mg CO,; 2,59 mg H,0. 

Cees 6 RST 6,72 % H 
Praparat A . . 40,16%C 6,95 % H 
Praparat B . . 40,09%C 7,03 % H 


Aus dem Kohlenstoffgehalt des Bariuminositphosphats (6,47 °, © 


berechnet sich der Inositgehalt zu 16,2, wahrend direkt durcl) 
schnittlich 14,75%, d.h. 91° des wahren Inositgehalts erhalten 
wurden. 

Bei der Hydrolyse des Inositphosphats mit Wasser (6g Substanz, 
50 cem Wasser, 165 bis 170°, 2 Stunden) wurden 0,85 g Inosit, d. h. 14,2° 
oder 87,5° des wahren Gehalts erhalten. Das Produkt war farblos, 
Schmelzpunkt 226 bis 227°, Aschengehalt 0,15 %. 
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Das hier beschriebene Darstellungsverfahren von Inosit aus Phytin- 


praparaten kann zur annahernden quantitativen Bestimmung von 


Inosit in den Inositphosphaten von Calcium, Magnesium bzw. Eisen 
verwendet werden. Der wahre Inositgehalt wird durch Multiplizierung 
der gewonnenen Inositmenge mit dem Faktor /,/ ermittelt; dieser 
Faktor stellt die empirische Korrektion fiir die Verluste infolge der 
Zersetzung dar. Die Ergebnisse sind bis auf + 0,7°%, genau. Dieses 
Verfahren ist zur Bestimmung des Inositgehalts in den Inositphosphaten 
der Alkalimetalle nicht geeignet, da in diesem Falle mit den Salzen 
dieser Metalle verunreinigter Inosit isoliert wird. Beimengungen von 
fremden organischen Substanzen in den untersuchten Phytinpraparaten 
kénnen ebenfalls Verunreinigung des dargestellten Inosits verursachen. 
Aus diesem Grunde ist die Bestimmung des Schmelzpunktes sowie 
des Aschengehalts des dargestellten Inosits unerlaBlich. Die Schmelz- 
temperatur soll etwa 225° betragen, der Aschengehalt darf 0,2 bis 0,3°% 
nicht ibersteigen. 

Als Beispiel seien hier die Eigenschaften der aus einigen Phytin- 
praparaten nach dem beschriebenen Verfahren dargestellten Inosite 
angefiihrt. 





: - Schmelzpunkt Aschengehalt 
Inosit aus Farbe 


0c y4 O/, : 0 


Phytin * hellgrau 225—226 5 6,96 
Phosphit ** is 225—226 — 
Phytonal *** gelblich 225—226 6,84 
Cg Hy. O¢ _ 225 39,97 6,72 
* Ciba in Basel. — ** L. Spiess & Sohn, Aktiengesellschaft, Warszawa. *** Fr, Kar- 
pinski, Aktiengesellschaft, Warszawa. 


Zusammenfassung. 

Es wird ein Verfahren zur Gewinnung von Inosit aus Inositphos- 
phaten des Calciums und Magnesiums beschrieben, das zur annahernden 
Bestimmung des Inositgehalts von Phytinpraparaten angewendet 
werden kann. 











Zur biochemischen Herkunft yon Citronen- und Oxalsiure. 
I. Mitteilung: 
Uber die Bildung von Citronensiure aus Essigsiure. 
Von 
WI. 8S. Butkewitsch, E. W. Menzsehinskaja und E., I. Trofimova. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Forschungsinstituts der Lebens 
mittelchemie in Moskau.) 
(Eingegangen am 18. Mai 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nach einer unlangst von Chrzaszcz! und Bernhauer® aufgestellten 
Hypothese der Citronensiurebildung aus Zucker soll hierbei zunachst. 
wie bei der alkoholischen Gérung, Acetaldehyd und dann weiterhin 
Essigsaure gebildet werden; aus drei Molekiilen Essigsaiure soll dann 
durch Dehydrierung und Oxydation Citronensiure entstehen. Als 
Ausgangspunkt dieser Hypothese diente der Befund von Butkewitsch 
und Fedoroff*, wonach gewisse Pilze das Vermégen besitzen, Bernstein- 
siure aus Essigsiure durch Dehydrierung zu bilden: 

CH,.COOH CH,. COOH 


-H, — | 
CHs,.COOH CH, .COOH 


Durch Erweiterung dieser Reaktion auf drei Molekiile Essigsaure 


bei vorangehender Oxydation des einen von ibnen zu Glykolsiure. 
kommt man selbstverstandlich zum Aufbau des Citronensauremolekiils 


nach folgendem Schema: 


CH,.COOH CH,.COOH 
—H, | 
CH,.COOH + O C(OH).COOH 


A | 
CH,.COOH CH,.COOH * 

Nachdem die soeben genannten Verfasser, auf Grund ihrer bei 
Bernsteinsiure erhaltenen Ergebnisse, diese Méglichkeit vorausgesehen 
hatten, stellten sie entsprechende Versuche durch Einwirkung de1 
Pilzdecken von Aspergillus niger auf Acetate an. Dabei fielen aber dic 


1 Chrzqszcz u. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1930. — ? Bernhaue 
u. Siebenduger, ebenda 240, 232, 1931. - 3 Rutkewitsch u. Fedoroft, 
ebenda 206, 400, 1929; 207, 302, 1929: 219, 87, 103, 1930. — * Eim 
Schema, das sich dem unsrigen naéhert, wurde noch im Jahre 1913 
von Baur (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 852; Naturwiss. 1, 474) ins Auge 
gefaBt, der die Bildung von Citronenséure aus Glykolsaéure durch Deh) 
dratation voraussetzte. 
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Resultate negativ aus: in den Versuchen wurde keine Citronensadure 
sondern nur reichliche Anhaéufung von Oxalséure nachgewiesen!, 


Bald nach dem Erscheinen der Mitteilung dieser Versuche wurden 
ihnliche Versuche von Chrzaszez und Tiukow (1. ¢.) mit einer Penicillium- 
Art (2) durchgefiihrt, in denen es gelang zu zeigen, daB gewisse Mengen 
von Citronensiure auf Acetatlésungen gebildet werden. Dasselbe 
Resultat wurde spater in einigen Fallen auch von Bernhauer und Sieben- 
diuger (l.c.) in einer Reihe von Versuchen erhalten, die sie mit ver- 
schiedenen Stémmen von Aspergillus niger ausgefiihrt hatten. Etwas 
spater wiesen dieselben Verfasser? die Anhaufung einer gewissen Menge 


von Citronenséure auch bei den auf dieselbe Weise angestellten Ver- 
suchen mit Athylalkohol nach. 


Diese Tatsachen, im Zusammenhang mit dem bei den Pilzen 
festgestellten Vermégen, Essigsiure zu Glykolsiure zu oxydieren®, 
dienten als Grundlage zur Entwicklung der oben erwahnten Hypothese 
der Citronensaurebildung. 


Sofern die Bildung von Citronensiure mit dem Vorgang der Zucker- 
spaltung nach Art der alkoholischen Garung in Verbindung gesetzt wird, 
muB man, von dieser Art der Bildung von Citronenséure ausgehend, auch 
ein stark ausgepragtes Vermégen zur alkoholischen Garung bei denjenigen 
Pilzen voraussetzen, bei denen sich Neigung zu reichlicher Bildung der 
Saiure geltend macht. In bezug auf den kraftigsten Citronensadurebildner, 4s- 
pergillus niger, gibt es aber keinen Grund zu dieser Annahme. Nach den fiir 
diesen Pilz vorliegenden Angaben kommt das Vermégen zur alkoholischen 
Garung bei ihm verhaltnismaBig schwach zum Vorschein*, und es laBt sich, 
wie es sich aus Kost ytschews Versuchen$ ergibt, in irgendwelchem bedeutenden 
AusmaB nur bei neutraler Reaktion der Versuchsl6sung nachweisen, waihrend 
die giinstigste Reaktion fiir Citronensdéurebildung auf Zuckerlésungen 
etwa bei px 3 liegt® und die Aziditat in solehen Lésungen unter Einwirkung 
der Pilzdecke bekanntlich schon am ersten Tage bis zu px 2 steigen kann, 
wobei die Bildung von Citronenséure auch in den nachsten Tagen ebenso 
energisch fortdauert’. 


In einer seiner friiheren Arbeiten versuchte Bernhauer® nach dem 
Abfangvertahren mittels Natriumsulfit die Menge des sich in den Zucker- 
kulturen von Aspergillus niger bildenden Acetaldehyds zu bestimmen, der 


, 


1 Butkewitsch u. Fedoroff, diese Zeitschr. 219, 87, 1930. 2 Chrzaszez, 

Tiukow u. Zakomorny, ebenda 250, 254, 1932; Bernhauer u. Béckl, ebenda 
253, 16, 19382. — 3 Challenger, Subramanian u. Walker, J. Chem. Soc. 
1927, S. 200: Bernhauer u. Scheuer, diese Zeitschr. 2538, 11, 1932. 
4 Butkewitsch, diese Zeitschr. 154. 188, 1924; Jahrb. f. wiss. Bot. 64, 637, 
1925. 5 Kostytschew u. Afanassjewa, Jahrb. f. wiss. Bot. 60, 628, 
1921. — §& Frey, Arch. f. Mikrobiol. 2, 273, 1931: Bernhauer, diese 
Zeitschr. 197, 287, 1928. — 7 Butkewitsch u. Barinowa, Schr. d. biochem. 
Forschungsinst. d. Nahrungsmittelindustrie 2, 163, 1932 (russ.). 8 Bern- 
hauer u. Schén, diese Zeitschr. 202, 164, 1928. 
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ein fiir die alkoholische Garung kennzeichnendes Zwischenprodukt darste| 
Er konnte ihn trotz weitgehender Variation der Versuchsbedinguny 
nur in ganz geringen Mengen nachweisen!. Von diesen Ergebnissen aus 
gehend, sowie auf Grund des Befundes, da Citronensiure immerhin 
geringem MaBe auch in den Abfangversuchen auftritt, kommt der Verfasse: 
zu dem SchluB, daB ,,zwischen der Bildung des Acetaldehyds und den 
Umwandlungsprozessen, die zur Citronenséurebildung fiihren, keiner|: 
Beziehung vorhanden ist‘. 

Im Zusammenhang mit der neuen Hypothese der Citronenséurebildung 
aus Zucker iiber Essigsiure untersucht Bernhawer in einer seiner neueren 
Arbeiten* wieder die Frage nach der Beziehung zwischen Acetaldehyid- 
und Citronensaéurebildung. Diesmal wurde Acetaldehyd in gewissen Fallen 
bei den Abfangversuchen in betrachtlicheren Mengen als in den friihere: 
Versuchen nachgewiesen, und der Verfasser halt es auf Grund der erhaltenen 
Ergebnisse fiir méglich, seine friihere Anschauung abzulehnen und zieht 
den Schlu8, daB die vorliegenden Ergebnisse immer mehr zur Annahm 
berechtigen, da8 auch bei der Saurebildung durch Pilze aus Zucker de: 
Weg iiber die die alkoholische Garung kennzeichnenden Stufen fiihren 
diirfte. 

Bei eingehenderer Betrachtung der in der Mitteilung angefiihrten 
Angaben lassen sich aber diese keineswegs als Stiitze fiir die SchluBfolgerung 
des Verfassers anerkennen. Aus der weiter unten gegebenen Zusammen- 
stellung (Tabelle A) der aus Bernhauers Mitteilung* entlehnten Ergebnisse 
ist ersichtlich, daB Acetaldehyd bei den Pilzstimmen mit stark ausgepragtem 
Vermégen zur Citronensaéurebildung auf Zucker gar nicht oder nur in ver- 
haltnismaBig geringen Mengen nachgewiesen werden konnte und umgekehrt, 
d.h. daB sich gar keine Beziehung und in den meisten Fallen sogar ein 
umgekehrtes Verhaltnis zwischen der Acetaldehyd- und der Citronensaure 
bildung feststellen 1aBt. 


Tabelle A (nach Bernhauer und Thelen). 





Acet- manatees ohne Acet- aati. ohne 
aldehyd Na,S03 aldehyd = ——“N&2 S05 
Pilzstamm | ., Mt tai Pilzstamm | _ mit itn ; 
Piastamm | xggh0, | ARIS, | ctzonen Nag | Axia | cizonen 
wn Laage siure — Lange siiure 





iI 0 310,55 = ++++4+ XIX 24,0 19,1 

VI 0 398,9 | ++++ XXII 42.9 138,3 
XI 0 177,4 +++ XXIV 70,2 || 133,0 
XII 0 411,8 a XXV 58,5 133,0 
XX 0 380.1 ++++] XXVII 77,2 26,6 
XXI 0 500,1 +++ | XXVIII 79,6 180,1 
XXII 0 85,1 sa 





Der Verfasser weist darauf hin, daB die Bildung von Oxal- sowi 
Citronenséure in den Kulturen mit Natriumsulfit gar nicht oder nur in 


1 Ebenso erfolglos waren auch etwas spater in derselben Richtung 
von Virtanen und Pulkki durchgefiihrte Versuche [Ann. Acad. se. Fennicae 
(A) 83, Nr. 3, 1930]. — * Bernhawer u. Thelen, diese Zeitschr. 253, 3), 
1932. — * Dieselben, lI. c. 
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geringem Ausma8 stattfand. Das wurde aber offenbar durch den direkten 
EinfluB vom Sulfit selbst auf die Saurebildungsvorgainge und nicht durch 
das Abfangen des Acetaldehyds bedingt, da sich die Hemmung der Siure- 
bildung in Gegenwart von Sulfit auch in den Versuchen mit denjenigen 
Pilzstammen beobachten lieB, bei denen Acetaldehyd mit Natriumsulfit 
gar nicht abgefangen wurde. 


Aus der oben angefiihrten Zusammenstellung ergibt sich, daB die 
neueren Versuche Bernhauers noch mehr als die vorigen den von ihm friiher 
gezogenen Schlu8 bestatigen, daB keinerlei Beziehung zwischen der Bildung 
von Acetaldehyd und den zur Citronensaéurebildung fiihrenden Vorgéngen 


vorhanden ist. 


Sothers und Walker! haben die Bildung von Methylglyoxal bei der Ein- 
wirkung der Decken von Aspergillus niger auf Glucosediphosphat in Gegen- 
wart von Toluol nachgewiesen und betrachten dies als eine Bestétigung des 
von Chrzaszcz entwickelten Schemas (s. oben) der Citronensaurebildung. 
Sofern aber Aspergillus niger in gewissem Grade das Vermégen besitzt, al- 
koholische Gaérung zustande zu bringen, kann der soeben erwaihnte Befund 
nur darauf hinweisen, da der Gaérungsvorgang auch hier die Phosphory- 
lierungs- und Methylglyoxalstufen durchmacht, wie sie bei der Hefegiirung 
angenommen werden?. Dieser Befund beriihrt aber gar nicht die Frage 
nach dem Verhaltnis des bei der Garung stattfindenden Zuckerabbaues 
zur Citronenséurebildung. 


Aus der angefiihrten Ubersicht ergibt sich, daB nur die oben erwahnten 
Ergebnisse hinsichtlich der Citronensdurebildung unter Einwirkung von 
Pilzdecken auf Acetat- und Athylalkohollésungen als eine Hauptgrundlage 
des neuen Schemas der Saurebildung betrachtet werden kénnen. Die be- 
treffenden Versuche sind aber weder fiir das neue Schema der Citronen- 
siurebildung, noch fiir eine Entstehung der Citronensaéiure aus Essigsaure 
und Athylalkohol iiberzeugend. Alle diese Versuche wurden ohne ent- 
sprechende Kontrolle der Pilzdecken und ohne Priifung ihrer Gewichts- 
verluste wahrend der Versuche ausgefiihrt, und bei den kleinen Mengen, 
in denen sich Citronenséure bei den Versuchen nachweisen lieB, wurde die 
Moglichkeit nicht ausgeschlossen, daB nicht die Stoffe der Versuchslésungen, 
sondern die der Pilzdecken als Material zur Bildung der Citronensaure 
dienen konnten. Diese Méglichkeit ware nur dann ausgeschlossen, wenn 
festgestellt ware, daB die Menge der sich wahrend des Versuchs anhaufenden 
Citronenséiure den Gewichtsverlust der Pilzdecke iibersteigt. Eine derartige 
Kontrolle fehlte in diesen Versuchen und die Quelle der nachgewiesenen 
Citronensaure bleibt also unsicher®. 


1 Sothers u. Walker, Biochem. J. 26, 317, 1932. 2 Hier ist aber 
zu erinnern, daS8 die Bildung von Methylglyoxal bei der alkoholischen 
Garung zur Zeit in Zweifel gezogen wird. Vgl. Newberg u. Kobel, diese 
Zeitschr. 260, 241, 1933: 263, 219, 1933: Embden, Deuticke u. Kraft, 
Klin. Wochenschr. 12, 213, 1933; Meyerhof u. Kiessling, Naturwiss. 21, 
223, 1933; diese Zeitschr. 264, 40, 1933; Meyerhof u. Mc Eachern, ebenda 
260, 444, 1933. — ? In der gleichen Hinsicht scheinen uns auch andere 
ahnliche Versuche bedenklich, denn es ist nicht immer klar, ob die ge- 
bildeten Stoffe nicht einfach aus der Pilzdecke stammen und demnach 
nicht aus der Versuchsl6sung gebildet worden sind. 
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Da das Schema der Bildung von Citronensiure tiber Essigsaur 
schon vielseitig anerkannt und auch in die Literatur tibernommen worde: 
ist’, bediirfen seine experimentellen Grundlagen einer neuerlichen Be 
arbeitung, um zu einer endgiiltigen Klarung zu gelangen. 


Als ungeniigend geklart in den erwahnten Versuchen erscheint 
zunachst die Frage nach den Stoffen, die sich in den Pilzdecken be 
finden kénnen, und nach ihrer etwaigen Beteiligung an der Bildung 
von Citronensdure. Die Klirung dieser Frage bildet die Hauptaufgal 
der vorliegenden Arbeit. 


Methodisches. 


Die Versuche wurden mit verschiedenen Stémmen von Aspergillus 
niger ausgefiihrt. Die in den Versuchen angewandten Pilzdecken ziichteten 
wir in Kolben von ellipsoidischer Gestalt (etwa 300 ccm Inhalt), die unten 
mit verzweigtem Tubulus versehen sind, der zum AbgieBen der Nahrlésung 
und ihrer Ersetzung durch Versuchslésung diente. In jeden Kolben gab man 
je 100cem Nahr- und Versuchslésung. 

Zur Ziichtung der Pilzdecken wurde meistens die folgende Nahrlésung 
gebraucht: 


Monraucker . « + 1 « «+ 10 % MgSO,.7H,O P 0,038 % 


MEMOS 6 owe Be 0,3 % Zn (als ZnSQ,). ‘ 0,001 °% 
rig. 3: tess 5 8 eo Oe Fe(als FeCl,) . . . . 0,001% 


In den Fallen, wo Nahrlésung anderer Zusammensetzung gebraucht 
wurde, ist darauf besonders hingewiesen. 

Nach dem Ziichten der Pilzdecke wurde die Nahrlésung abgegossen 
und, nachdem die Pilzdecke mit steriler 2°,iger Natriumchlorid- oder 
Natriumsulfatlé6sung abgespiilt worden war, brachten wir unter die Decke 
eine sterile Lésung, deren EinfluB auf die Bildung von Citronenséure 
gepriift werden sollte. In den meisten Fillen ziichteten wir gleichzeitig 
auch Kontrolldecken, die auf ihren Gehalt an Citronensaure gepriift wurden. 
AuBer den Versuchen mit Acetatlésung wurden auch Zucker- und Zucker- 
acetatlésungen untersucht. Zur Kennzeichnung der Aktivitat der Pilz 
decken dienten manchmal Parallelversuche mit 10° iger Zuckerlésung. 


Die Anhaéufung von Citronenséure in den ersten Vorversuchen wurde 
nur nach Denigés Reaktion festgestellt und annihernd quantitativ ab 
geschatzt. Beilaufig wurde auch die Menge der Oxalsiure nach dem Nieder 
schlag geschiitzt, der sich direkt beim Zusatz von Denigés Reagens in det 
Versuchslésung gebildet hatte. Diese Schatzungen werden in den Tabellen 
durch die Zahl der Kreuze dargestellt, — bedeutet nicht untersucht. 


Zur quantitativen Bestimmung der Citronensiure diente das Verfahren 
Hartmanns und Hilligs?, das wir modifizierten, indem die Gewichts- 


1 Vgl. z. B. N. N. Iwanoff and E. 8S. Zwetkow, The biochemistry of the 
fungi. Annual Rewiew of Biochem. 2, 521, 1933; S. Kostytschew, Pflanzen- 
physiologie 1, 388, 1933 (russ. Aufl.); Newberg u. Simon, Ergebn. d 
Enzymforschung 2, 133, 1933. — ? Hartmann u. Hillig, J. Assoc. Off. 
Agric. Chem. 10, 264, 1927; 11, 257, 1928; 18, 99, 1930. 
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hestimmung des Pentabromacetons durch die Volumenbestimmung nach 
Kometiani! ersetzt wurde. Die Priifung dieses Verfahrens mit Lésungen 
bekannten Gehalts zeigte, daB es recht zufriedenstellende Resultate auch 
hei geringen Mengen von Citronensaéure gibt. AuBer Citronensiure wurden 
n den meisten Fallen auch Aziditat, Essigsiure, Oxalsiure und der un- 
verbraucht gebliebene Zucker bestimmt. Die Gesamtaziditat bestimmte 
man durch Titrieren mit n/10 Lauge, die Essigsiure nach dem Verfahren 
von Duclaux modifiziert nach Fred und Peterson?, die Oxalsiure nach 
dem iiblichen Verfahren durch Fallung des Ca-Salzes und dessen Titration 
mit Permanganat, den Zucker nach Lertrands Methode. 

Neben den Versuchen mit niedriger Schicht der Versuchslésung (2 bis 
3em) in den oben erwahnten Kolben wurden auch einige Versuche mit 
héherer Schicht der Lésung ausgefiihrt. Zu diesen gr6Beren Ansatzen 
dienten 2-Liter-Glasflaschen. Durch eingefiihrte Glasréhren konnte der 
Wechsel der Lésungen unter der Pilzdecke geschehen. Die Réhren waren 
im Flaschenhals mit Watte gedichtet. Zur Mischung der Versuchslésung 
wurde zeitweise ein Luftstrom eingeleitet. Das Volumen der Nahrlésung 
betrug 200 bis 300 cem, das der Versuchslésung etwa 1000 cem. 

Zur Analyse wurden die Versuchslésungen von den Pilzdecken ohne 
vorherige Abtétung durch Erhitzen abgegossen. Die Pilzdecken wurden 
nach dem AbgieBen der Nahr- bzw. Versuchslésung mit Wasser abgespiilt, 
auf Filterpapier abgequetscht, getrocknet und gewogen. 

Die Konzentration der angewandten Acetatlésungen entsprach ge- 
wohnlich 2,5°%iger Essigsiure, und der Gehalt der Versuchslésungen 
an Acetat wird weiter unten nur da besonders angegeben, wo Lésungen 
anderer Konzentration gebraucht worden sind, 


Bildung von Citronensiure durch die Pilzdecken auf den Lésungen von 
Salzen der Essigsiiure und einiger anderer Siuren, 


In den hierher gehérigen Versuchen wurden neben Na-Acetat 
auch Na-Salze von Glykol-, Apfel- und Milchsaiure in denselben Kon- 


zentrationen gepriift. Mit den zwei letzten Sauren lieB sich eine Bil- 


dung von Citronenséure nicht nachweisen, auch wenn die Anhaufung 
auf Acetatlésung unter denselben Bedingungen stattfand. In den 
Malat- und Lactatlésungen haufte sich nur Oxalsdure reichlich an. 


In den Na-Glykolatlésungen wurde mitunter das Entstehen eines 
Stoffes beobachtet, der bei der Reaktion nach Denigés einen Niederschlag 
gab; der Niederschlag war aber fiir Citronensdéure nicht charakteristisch 
und riihrte wahrscheinlich von einem Stoff her, der Oxalsiure bei der Ein- 
wirkung von Permanganat bildete. Die Bildung soleher Niederschlige 
wurde in gewissen Fallen auch bei der Priifung der Versuchsacetatlésungen 
beobachtet, wobei sich der diese Reaktion gebende Stoff ziemlich labil 
erwies; manchmal beobachtete man sein Verschwinden in den von den 
Pilzdecken abgegossenen Lésungen beim Stehen und besonders beim Er- 
hitzen schon nach kurzer Zeit. Vielleicht handelte es sich um Glyoxylsaure, 


1 Kometiani, Zeitschr. f. angew. Chem. 86, 359, 1931. 2 Nach 
schriftlicher Mitteilung von W. H. Peterson, fiir die wir unseren aufrichtigen 
Dank aussprechen. 
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deren Bildung durch Aspergillus niger aus Essig- und Glykolséure vo) 
Bernhauer und anderen Forschern festgestellt worden war!?. 

Das Glykolat zeigte keinen merkbaren EinfluB auf die Anhaufung 
von Citronensaure, selbst wenn es der Acetatlésung zugesetzt worden wa: 

Bei diesen vergleichenden Versuchen kam die Anhaufung von 
Citronenséiure manchmal in ziemlich bedeutendem AusmaBe auf Acetat- 
lésungen zum Vorschein. Nicht selten haufte sich die Citronensiur 
auf diesen Lésungen sogar in betrachtlicheren Mengen als auf Zucker 
lésungen derselben Konzentration (2,5°,) an. Besonders giinstig zeigt: 
sich aber die Kombination von Zucker (2,5°) und Acetat (2,5°% Essig 
siure). In gewissen Fallen beobachtete man auf solchen kombinierten 
Lésungen betrachtliche Anhéufung von Citronensaéure auch dann, wenn 
sich ihr Entstehen weder auf Acetat noch auf Zucker (2,5%) nach 
weisen lief. 

Als Hauptprodukt sowohl auf Lactat und Malat als auch auf 
Glykolat und Acetat haufte sich Oxalsadure an. 


Citronensaure trat in Acetatlésungen nur dann auf, wenn die Essigsiure 
vollstandig neutralisiert worden war. Enthielt die Versuchslésung nur eine 
geringe Menge freier Saure, so blieb Citronenséurebildung in solcher Lésung 
vollstandig aus. Die Anhéiufung von Oxalsaiure wurde durch saure Reaktion 
der Acetatlésung viel schwicher beeinfluBt. Der hemmende EinfluB der 
Ansiuerung auf die Anhaufung von Citronensaéure in den Acetatlésungen 
scheint von einer starkeren Schadigung der Pilzdecke durch Acetat 
in saurer Lésung abhangig zu sein. Eine schadliche Einwirkung von Acetat 
auf die Pilzdecken machte sich auch auf neutralen Acetatlésungen bemerk- 
bar, auf denen sich eine gewisse Schrumpfung und Welkheit der Decken 
beobachten lieB. Diese Beschadigungsmerkmale verstarkten sich bei der 
Ansiuerung der Versuchslésung. 

Mit dem Einflu8 der Ansaéuerung in Acetatlésungen kann vielleicht 
auch die Tatsache in Zusammenhang gebracht werden, daB die giinstige 
Wirkung von Acetat auf die Anhaufung von Citronensaéure in den Zucker 
lésungen nur bei niedriger Konzentration (2,5 %) eintritt, da konzentriertere 
Lésungen auch mehr Saure bilden. 

Hier ist noch an einen Versuch mit solehen Pilzdecken hinzuweisen, 
die zuerst lange auf Zuckerlésung verblieben und deshalb bedeutende 
Mengen Citronenséure enthielten. Nachdem die Zuckerlésung unter diesen 
Decken durch acetathaltige Zuckerlésung ersetzt worden war, lieB sich in 
dieser fast gar keine Saéurebildung und kein Zuckerverbrauch nachweisen ; 
die Aktivitat der Pilzdecken wurde also durch Acetat bei saurer Reaktion 
auch in diesem Fall stark gehemmt. 


Aus den quantitativen Bestimmungen der bei der Einwirkung von 
Pilzdecken auf Acetatlésungen verbrauchten Essigséure ergibt sich, 
daB diese binnen Kurzem verschwindet und hauptsachlich durch Oxal- 
siure ersetzt wird, wobei die Anwesenheit von Zucker in der Lésung 


1Vgl. Bernhauer u. Scheuer, diese Zeitschr. 253, 11, 1932. 
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gleichzeitig mit dem Acetat keinen merkbaren EinfluB auf den Ver- 
brauch der Essigséure ausiibt. Es besteht auch fast gar kein umgekehrter 
KinfluB des Acetats auf den Verbrauch des Zuckers, mindestens in den 
Losungen niedrigerer Zuckerkonzentration (2,5°,). Die beiden Vor- 
ginge, der Verbrauch von Zucker und der von Essigsaure, verlaufen also 
anscheinend unabhangig voneinander. Da Zucker keinen schiitzenden 
KinfluB auf den Verbrauch von Essigséure durch Pilze ausiibt, wurde 
schon von Pfeffer! festgestellt. 


Infolge des starken Verbrauchs der Essigsiure durch die Pilzdecken 
wird der Gehalt der Versuchslésung an dieser Saure schnell herabgesetzt 
und erschépft. Es ware denkbar, daB der in den Versuchen festgestellte 
EinfluB des Acetats auf die Anhaufung von Citronensadure in betrachtlicherem 
MaBe zum Vorschein kime, wenn die Versorgung der Pilzdecke mit Acetat 
reichlicher und bestandiger ware, was man natiirlich durch Erhéhung der 
Konzentration des Acetats in der Versuchslésung verwirklichen kénnte. 
Auf diese Weise lieB sich aber im vorliegenden Fall die Aufgabe infolge 
der giftigen Wirkung von Acetat auf die Pilzdecke nicht lésen. Hatte 
man die Konzentration des Acetats bis zu 3°, Essigsdure in der Lésung 
erhéht, so verstarkten sich die oben erwahnten Merkmale der Beschadigung 
der Pilzdecke, und es zeigte sich eine deutliche Hemmung des Stoffwechsels, 
die unter anderem in einer betrachtlichen Verminderung des Verbrauchs 
der Essigsiure in Erscheinung trat. 

Ohne Erhéhung der Konzentration lieB sich eine Steigerung der Ver- 
sorgung der Pilzdecke mit Acetat durch VergréBerung des Volumens der 
Versuchslésung erreichen, was dadurch verwirklicht wurde, daB eine héhere 
Schicht der Versuchslésung unter der Pilzdecke eingefiihrt wurde. Die 
Versuchsanordnung ist bereits oben angegeben. 

Von der Annahme ausgehend, daf die Essigsiure das Material zur 
sildung von Citronensaure liefern kénnte, war zu erwarten, daB reichlichere 
Versorgung der Pilzdecken mit Acetat auch zu einer bedeutenderen Anhaufung 
von Citronensaure fiihren miiBte. Diese Erwartung konnte aber durch die 
mit héherer Schicht der Versuchsl6sung angestellten Versuche nicht be- 
statigt werden. Mit den Acetatlésungen verschiedener Konzentrationen 
lieB sich niemals Citronenséiure nachweisen; genau wie in den Versuchen 
mit niedriger Schicht der Versuchsl6sung wurde aber intensiver Verbrauch 
von Essigséure nebst reichlicher Anhaufung von Oxalsiure festgestellt. 
Neben den Acetatlésungen iiblicher Konzentration (2,5°, Essigsaure) 
wurden auch Lésungen mit niedrigerem Gehalt an Essigsaure (0,5 und 0,25 °©,,) 
gepriift, da die Pilzdecken auf héherer Schicht der Lésung iiblicher Konzen- 
tration viel starkere Beschadigung als auf niedriger Schicht zeigten, ver- 
mutlich deshalb, weil der Verbrauch der Essigsaéure in den Lésungen von 
geréBerem Volumen langsamer als in den von kleinerem vor sich ging. 


Das negative Resultat der Versuchsserie mit héherer Schicht der 
Acetatlésungen 1a4Bt sich kaum unter der Annahme verstehen, da} die 
Essigsaure beim Vorgang der Anhaufung von Citronensaure das Material 
liefert; es wird jedoch durch die Annahme verstandlich, daB nicht die 


1 W. Pfeffer, Jahrb. wiss. Bot. 28, 205, 1895. 
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Essigsiure, sondern andere, in der Pilzdecke vorkommende Stoffe, a}. 
Quelle der Citronenséiure in den Acetatlésungen zu betrachten sin: 
Entspricht diese Annahme der Wirklichkeit, so erscheinen die Bi: 
dingungen zur Bildung und Anhaufung von Citronensdure bei geringe1) 
Volumen der Versuchslésung giinstiger als bei gréBerem, da die zu: 
Citronensdurebildung dienenden Mycelstoffe im letzteren Fall beim 
Ubergang in die Lésung so stark verdiinnt werden, daB sie durch den 
Pilz zur Citronensaurebildung nicht mehr ausgenutzt werden kénnen. 

Die Bestimmung der bei unseren Versuchen in den Pilzdecken 
stattfindenden Gewichtsverluste zeigte, daB diese in den Versuchen 
sowohl mit niedriger als auch mit héherer Schicht der Versuchslésung 
doch sehr betréchtlich sein kénnen. Sie betragen nicht selten 40 und 
mehr Prozent vom urspringlichen Pilzdeckengewicht. 

Von der Voraussetzung ausgehend, daB die Pilzdecken eine Quelle 
der Citronenséurebildung darstellen, kommen wir natiirlich zur Frage 
nach der Rolle des Acetats, dessen EinfluB auf die Anhéufung von 
Citronensaure in den Versuchen mit den Lésungen sowohl von Acetat 
allein als auch von Acetat mit Zucker (2,5°) ganz bestimmt zutage 
trat. Erméglicht das Acetat die Citronensiurebildung nicht direkt, 
so ist anzunehmen, daB seine Wirkung in einer Begiinstigung der Bil- 
dung oder in einer Hemmung des Verbrauchs besteht. Diese letzte 
Annahme, die auch als Férderung durch Schutzwirkung aufzufassen 
ist, wurde in weiteren Versuchen gepriift. 


Die Schutzwirkung von Acetat auf Citronensiure. 


Um den EinfluB von Acetat auf den Verbrauch von Citronensaure 
zu klaren, stellte man vergleichende Versuche mit Lésungen bestimmten 
Gehaltes an Na-Citrat an, zu denen in einem Fall Na-Acetat und im 
anderen Na-Sulfat in entsprechenden Mengen zugesetzt worden waren 
(Versuchsreihen 1 und 2). Daneben wurden auch der EinfluB von 
Zucker auf den Citronenséure- und der von Acetat auf den Zucker- 
verbrauch durch entsprechendes Kombinieren von Na-Citrat, Zucker 
und Na-Acetat gepriift (Versuchsreihe 1 und 3). In gewissen Fallen 
(Versuchsreihe 2 und 3) wurde auch die Aktivitat der Pilzdecken 
hinsichtlich der Séurebildung mit 10°%iger Zuckerlésung kontrolliert. 

Wie aus den Ergebnissen der Versuchsreihe 1 ersichtlich ist, iibte 
das Acetat eine klar hervortretende hemmende Wirkung auf den Verbrauch 
der Citronensaéure durch die Pilzdecken aus. Mit Acetat blieb die Citronen- 
siure in 5°iger Lésung 8 Tage erhalten, waihrend sie in Abwesenheit von 
Acetat in 0,5%iger Lésung schon nach 3 Tagen und in 1 %iger nach 
6 Tagen vollstandig verbraucht wurde. 

In derselben Versuchsreihe ist noch beachtenswert, daB sich Citronen 


siure weder auf Zucker (2,5 %) noch auf Acetat nachweisen lieB, wahrend sie 
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sich beim Kombinieren von Zucker mit Acetat in denselben Konzentrationen 

betrachtlicher Menge anhaufte und in der Versuchslésung schon am 
ersten Tag auftrat. Es scheint sich hierbei nur um die Schutzwirkung 
des Acetats auf die Citronenséure zu handeln, die sich aus Zucker gebildet 
hat. Auf den Verbrauch des Zuckers selbst iibte das Acetat keinen merk- 
baren EinfluB aus. 

In der Versuchsreihe 2 kommt die Schutzwirkung des Acetats noch 
stirker zum Vorschein. In dieser Reihe wurden die Lésungen nach 1, 2, 4 und 
6 Tagen analysiert, und die erhaltenen Ergebnisse geben uns eine Vor- 
stellung vom Verlauf des Verbrauchs sowohl der Citronen- als auch der 
Essigsaure. Die letztere, die selbst sowohl ohne als auch mit Citrat schnell 
verbraucht wurde, iibte eine stark hemmende Wirkung auf den Verbrauch 
der Citronenséiure aus (siehe Abb. 1). 
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Abb. 1. Abb. 2. 
(Zur Versuchsreihe 2.) (Zur Versuchsreihe 3.) 


Das Acetat schrankte auch etwas den Gewichtsverlust der Pilzdecken 
ein, obgleich dieser auch mit Acetat die betrachtliche GréBe von beinahe 
40% des urspriinglichen Gewichts erreichte. In dieser Versuchsreihe 
wurde einige Anhiufung von Citronensaiure auch durch Acetat allein nach- 
gewiesen. 

Die Ergebnisse der Versuchsreihe 3 gestatten es, den Einflu8B vom 
Acetat und Zucker (2,5%) auf den Citronenséureverbrauch sowie den 
von Acetat auf den Zuckerverbrauch zusammenzustellen. 

Acetat, das den Verbrauch von Citronensiéiure stark hemmt (Abb. 2), 
iibt auch hier keinen merkbaren Einflu8 auf den des Zuckers aus. Ebenso- 
wenig auBerte sich der Einflu8B des Zuckers in der vorliegenden Konzen- 
tration auf den Citronenséiureverbrauch, sowie auch umgekehrt der der 
Citronenséure auf den Zuckerverbrauch (Tabelle III und Illa). 

Der EinfluB verschiedener gepriifter Kombinationen auf den Verbrauch 
des Zuckers und der Essigsaure laBt sich aus folgender Zusammenstellung 
ersehen (Tabelle B). 


Bei allen untersuchten Kombinationen kam also nur die Schutz- 
wirkung von Essig- auf Citronenséure scharf zum Vorschein. Was 
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Tabelle B. 





Versuchsdauer in Tagen: 


Verbrauchter Zucker in %: 

0 
Zucker (2,5%) allein. eat era) ee en ee Corer 
Zucker (2,5°,,) mit Na-Salz von 0,5°,,iger Citronensaure 
Zucker (2.5%) mit Na-Salz von 1,0% iger Citronensaure 
Zucker (2,5°,) mit Na-Salz von 2,5°,iger Essigsaure . 


LO FO bo LO 


Verbrauchte Essigsaure in ° 

Na-Acetat (25% Essigsfure) allein ...........~. 10,81 
Na-Acetat (2,5°,, Essigsiure) mit Na-Salz von 0,5 °% iger 

Giaranaene 4s PSO Se ede ee oie a Ba a, ee 

Na-Acetat (2.59% Essigsaure) mit Na-Salz von 1,0°, iger 


Citronensaure 0,96 


Na-Acetat (2,5°., Essigsiure) mit 2,5%, Zucker... ... . 0,73 


die Essigsdure selbst betrifft, so wurde sie in allen Fallen mit fast gleicher 
Geschwindigkeit verbraucht. Eine unbedeutende Hemmung zeigte sich 
vielleicht nur mit Zucker. 

Wie in anderen oben besprochenen Versuchen trat auch hier wieder 
eine giinstige Wirkung von Acetat auf die Anhéiufung von Citronensaure 
in der 2,5 %igen Zuckerlésung ganz klar zutage. Die Pilzdecken zeigten 
auf allen gepriiften Lésungen, mit Ausnahme derjenigen, die Zucker 
enthielten, betrachtliche Gewichtsverluste, die gegen 30°, betrugen. 

Um die Frage zu klaren, welche Bedeutung den Stoffen aus den 
Pilzdecken zukommt, die fiir die Citronenséureanhaufung in Acetat- 
lésungen verantwortlich sein miissen, wurden Versuche mit Pilzdecken 
verschiedener Art unternommen. 


Die Bedeutung der Myeelstoffe bei der Anhiufung von Citronensiure 
auf Acetatlésungen. 


In den folgenden Versuchen wurden Pilzdecken von verschiedenem 
Gehalt an Reservestoffen gebraucht. Hierzu wurden die Versuchs- 
decken entweder auf Nahrlésungen von verschiedenem Zuckergehalt 
geziichtet oder teils direkt aus der Nahrlésung, teils nach einstweilige: 
Kultur auf zuckerloser Salzlésung in die Versuchslésung tibersetzt. 

In der Versuchsreihe 4 mit den Pilzdecken, die direkt und nach 
dreitagigem Verweilen auf 2%iger Na-Sulfatlésung zum Versuch gebraucht 
worden waren, lieB sich Citronenséiure auf der Acetatlésung nur im ersten 
Fall nachweisen; bei den Pilzdecken, die auf Salzlésung gehalten worden 
waren, trat niemals Citronensiure auf. Auf 10°%iger Zuckerlésung haufte 
sich Citronensiure aber auch mit den so behandelten Pilzdecken an, wenn 
auch in etwas geringerer Menge als mit den Decken, die direkt von der 
Nahrlésung zum Versuch gebraucht worden waren. Wie aus der Tabelle I\ 
ersichtlich ist, zeigten die ersteren nebst geringerer Anhaéufung von Citronen- 
siure einen stirkeren Verbrauch von Zucker als die letzteren. 
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In der Versuchsreihe 5 wurden die Pilzdecken gepriift, die auf den 
Nahrlésungen mit 20 und 3°, Zucker geziichtet worden waren. Im ersten 
all waren sie 6, im letzten 3 und 6 Tage alt. In den Kulturen mit 3°, Zucker 
wurde dieser am sechsten Tag schon vollstiéndig verbraucht. Wie sich 

den Ergebnissen dieser Versuchsreihe (Tabelle V) ergibt, wurden 
betrachtliche Mengen von Citronenséiure auf der Acetatlésung nur _ bei 
denjenigen Pilzdecken nachgewiesen, die auf 20 °oiger Zuckerlésung geziichtet 
worden waren. Was die Pilzdecken betrifft, die sich auf der Nahrlésung 
mit 3% Zucker entwickelt hatten, so lieB sich Citronensiure in der Acetat- 
6sung mit sechstagigen Decken wahrend des Versuchs gar nicht auffinden;: 
mit dreitagigen Decken trat sie nur fiir kurze Zeit und in geringer Menge auf. 

In der Versuchsreihe 6 wurde auch eine vergleichende Priifung von 
3 und 6 Tage alten Pilzdecken, die auf den Nahrl6sungen mit 3 und 20°, 
Zucker geziichtet worden waren, durchgefiihrt. Neben der Abschatzung 
der Citronensaéure nach Denigés Reaktion wurden die Versuchslésungen 
quantitativ analysiert und die Pilzdeckengewichte bestimmt. Wie in den 
vorhergehenden Versuchsreihen lieB sich Citronensaéure auch hier in der 
Acetatl6sung in bedeutender Menge nur mit den Pilzdecken nachweisen, 
die auf 20° iger Zuckerlésung geziichtet worden waren. Die Mengen der 
Citronenséure in den Acetatlésungen stehen in gewissem Verhaltnis zu 
den Gewichtsverlusten der Mycelien und zeigen keine Abhangigkeit vom 
Verbrauch der Essigsiure. Die auf der 3°,igen Zuckerlésung geziichteten 
Pilzdecken verbrauchten die Essigséure viel starker als diejenigen, die auf 
der Nahrl6sung mit 6°, Zucker gewachsen waren; im Gegensatz zu ihnen 
hauften jedoch die ersteren keine Spur von Citronensiéure an. 

Stellt man die Gewichtsverluste der Pilzdecken (von der Nahrlésung 
mit 20°, Zucker) auf den Acetatlésungen mit den in ihnen gefundenen 
Citronensiuremengen zusammen, so ergeben sich nach Abzug des Gehalts 
der urspriinglichen Decken folgende Verhiltnisse fiir die Versuche ver- 
schiedener Dauer (Tabelle C). 


Tabelle C. 





Deckenalter: 3 tigige 6 tagige 


Versuchsdauer in Tagen ........ : 25 | 451415 | 25 dD 
Citronensiure in mg. . bee ie : 55 | 185) 45 85 | $25 


Gewichtsverluste der Decken in mg .. . 8 120 280 400 390 420 


Den Versuchsbedingungen gemaB, bei denen die Gewichte der Versuchs- 
deeken den der Kontrolldecken nicht genau entsprechen konnten, kann die 
angegebene Zusammenstellung auf bedeutende Genauigkeit kaum Anspruch 
machen und sie laBt sich nur als eine anndhernde Darstellung der wirklichen 
Verhaltnisse betrachten. Immerhin weist sie darauf hin, daB die Gewichts- 
verluste der Pilzdecken die Mengen der sich in den Versuchslésungen an- 
haufenden Citronensaéure betrachtlich tibersteigen. 


Diese und die vorherigen Ergebnisse fiihren zu der Erkenntnis, 
da8 der giinstige EinfluB des Acetats auf die Anhaufung von Citronen- 


siure nur in einer Schutzwirkung besteht. Geschiitzt wird die sich aus 
den Mycelstoffen, bzw. aus dem zugesetzten Zucker bildende Citronen- 


saure. 
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Schlublolgerungen, 


Die Hypothese der Bildung von Citronenséure aus Zucker ii! 
Essigsaure laBt sich nicht als geniigend begriindet betrachten. Sie stiitzt 
sich auf eine unrichtige Deutung der Bildung von Citronenséure dur}; 
Pilzdecken auf Acetatlésungen. In diesem Falle_ bildet sich di: 
Citronensiure nicht aus der Essigsaiure, sondern aus den Stoffen der Pilz. 
decke. Das Acetat fordert die Anhéufung der Citronenséure nur dadurc} 
daB es eine stark hemmende Wirkung auf den Verbrauch der Saure ausiil)t 
Besonders giinstig wirkt Acetat auf die Anhéufung von Citronensiur 
in schwachen Zuckerlésungen (2,5 °%), was ebenfalls mit einem Schutz 
der sich aus dem Zucker bildenden Saure erklart wird. Zwischen dem 
Verbrauch der Essigsaure und der Anhaufung der Citronensaure |ii(}t 
sich keine direkte Beziehung feststellen. Dieser Vorgang zeigt aber 
einen gewissen Zusammenhang mit den Gewichtsverlusten der Pilz- 
decken und ihrem Gehalt an Reservestoffen. 


Versuche}. 
Versuchsreihe 1. Stamm IIIa. Temperatur 30/25°. Deckenalter 4 Tay: 
In den Kontrolldecken wurde keine Citronenséiure nachgewiesen. Di 
Versuchsanordnung und die Ergebnisse siehe in den Tabellen I und [a 


TabellelI. (Stamm IIIa.) 





Versuchsdauer in Tagen 





Versuchslisung 
9 


0,5°,ige Citronensiure*|Cs. ++++ +4++4+ 
+ Na-Acetat(als Na-Salz) | Os. + ao. 
0,5 %ige Citronensiure (Cs. +++ a. 
+ 2° ige Na,SO, \Os. + ee 

1,0%ige Citronensiure {Cs. ++++/>++++ 
+ Na-Acetat \Os. + aie ak 


1,0 °,ige Citronensaure {Cs. ++++ 4+4+4+4 
+ 2 % ige Nag SO, (Qs. e 
5 Cs 0 
9RO r wn { " 
2,5°% Zucker 10s. : | 0 


2.5%, Zucker + Na- {Cs. + ae eg Wer 2 


ou 


Acetat 10s. 0 oe ot ede | deeb 
ii (Cs. 0 0 0 0 0 
ise hs 10s.) + ++ +44 $+4+444+4+ 444 


* Citronensiure wurde in diesen und weiteren Versuchen iiberall als Na-Salz angewand! 


1 Die weiter unten angegebenen Temperaturbezeichnungen «a/b | 


deuten: a Temperatur bei der Ziichtung der Decken, 6 Temperat! 
bei den Versuchen mit den geziichteten Decken. 
Verkiirzte Bezeichnungen ,,Cs.‘* und ,,Os.‘* bedeuten Citronensaur 


und Oxalsiure. 
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Tabelle Ia. 





0/5-Gehalt der Lésung an Deckengewicht in g 


Versuchslisung (100 eem) } 

Versuchsdauer 8 Tage) ae . nach urspriing- 

; ° Uitronen- Essig- Zucker dem lich 
saure saure Versuch (Kontrolle) 


0.5 %ige Citronensiure + Na-Acetat 
OO 5) A a ee ee 0,56 


0.5% ige Citronensaure + 2° ige 
cal EE Oe ee ere aera ara 0,37 


1,0%ige Citronensiure + Na-Acetat 0,05 - 0,64 
1,0%ige Citronensiure + 2 °,ige 

NMS se. te 08) ee Yoo es 0,52 
A a a ea ae ee — 1,08 
25°, Zucker + Na-Acetat ... . 0,02 0.84 
RNs. och ne he 0,08 0,58 





Versuchsreihe 2. StammIIIa. Temperatur 30/25°. Deckenalter 2 Tage. 
In den Kontrolldecken wies man keine Citronensaéure nach. Die Versuchs- 
anordnung und die Ergebnisse ersieht man aus der Tabelle II. 


Tabelle Il. (Stamm IIIa.) 





Versuchsdauer in Tagen 


Versuchslisung (100 ecm) 1 9 


4 £ 
TUE os ‘ ( Citronensaure 045 ° 042 042 0,40 
0,5°ige Citronensdure + Na-Acetat ictaiitenes 914 147 057 0.29 

(als Na-Salz) i ‘ 

Deckengewicht 9,91 0,91 0,86 0,90 
Citronensaure 0,81 0,76 0,75 0,74 
issigsiure 1,90 1.07 0.55 0,25 
| Deckengewicht 0,99 0,96 0,88 0,78 


Citronensaure 0 0.02 0.03 0,04 
0.72 


1,0°,ige Citronensaure + Na-Acetat 


Na-Acetat Essigsiure 1,82 1,55 | 1,26 
Deckengewicht 0,89 0,91 0,85 9,70 


0,5 ige Citronensiure + 2% ige { Citronensaure 0,32 010 0 0 
NaySO, ! Deckengewicht 0,90 O81 0,60 0,66 


1,0°,ige Citronensiure + 2° ige { Citronensiure 0,65 0,36 0,21 0,16 

NaySO, | Deckengewicht 0,88 0,84 0,60 0,47 
eer — { Citronensaure — — — (9 
2°. ige NagSO, - 
s : | Deckengewicht —_ - 0.51 


Citronensaure 0.63 2.80 
Zucker 6.53 3.61 
| Deckengewicht 1.73 1,83 


10°, Zueker 


Urspriingliches Deckengewicht 
20 * 
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Tabelle ITI. 
Versuchsdauer in Tagen ‘ 
Versuchslisung (100 cem) sii mM 
1 2 3 
0,5 °, ige Citronensiure + Na-Acetat { (Cs. — - +++ of. 
(als Na-Salz) | Os. — ~~ + 1. ius 
— . Cs. — — ++t4) 44 :< 
1,0% ige Citronensiure + Na-Acetat On : if ryt = 
0.5% ige Citronensiure | Cs. — — ++ 0 ei 
+25°. Zucker ' Os. si ee ++ + fk SS | en 
1,0 °°, ige Citronensiure { Cs, _ _ oo 0 2's 
+ 2.5% Zucker | Os. -- _ = i ae fp a 
aro; : Cs. 0 0 0 
2.5% Zucker | Os 0 “ Lo : 
5. 1 ide ’ 
a . Cs. ~ ! +. + i 
2.5% Zucker + Na-Acetat | Os re 7: na i 
3 Cs + — 0 0 o 
Na-Acete | Us. : 
esate lO + 0 +400 $440 C4- 
' Cs. bei tet] Ht +t | ++ 
rs) ." | , i ca 1 
10° Zucker | Os. Spur + f F 
she 
Tabelle Illa. = 
‘ Versuchsdauer in Tagen 7 
Versuchslisung (100 eem) poe al eis 3) ea F § 4 “ 
g g , oa > 
ee a ; Citronensaure 0,50 0,47 0,45 ae = 
0,5 % ige ¢ itronensaure + Na-Acetat | Risigsare 1.66 0.27 0.08 = 3 oS 
(als Na-Salz) | Deckengewicht 1,02 0,93 0,90 & F ° i © 
Citronensaure 0,86 0,84 0,80 te 2 
1,0°,ige Citronensaure + Na-Acetat Kssigsaure 1,54 0,22 0,20 nf 7 
| Deckengewicht | 0,97 0,95 0,92 > 
bao leh ita i Citronensaure 0,36 0,12 0 m4 
0,5 °% ige Citronensaure Pasian 161 0.43 0.21 
OKO Duskaw 4 ‘ Fe = 30 
+ 2,5 % Zucker | Deckengewicht 1,59 1,50 1,59 
aa ' | Citronensaure 0,66 0,32 0) ~ 
1,0 %ige Citronensaure ew 1.32 0.41 0.18 
9 ~ oO r . 4 4 . ; Vwe ie 4 — 
+ RRs Gooner | Deckengewicht | 1.24 1,56 1,38 
| Citronensaure 0,02 0 0 
2.5% Zucker Zucker 1,75 0,46 0,25 
| Deckengewicht 1,31 1,45 1.42 
Citronensaure 0,15 0,27 0,33 
oe Kissigsdure ey 0,74 0.47 = 
2,5% Zucker + Na-Acetat l ae A 175 058 0.31 : 
Deckengewicht 1,09 1,29 1.43 Z 
Citronensaure 0,03 0 0 = 
Na-Acetat Kssigsiure 1,69 0,34 0.14 = 
‘ Deckengewicht | 0,91 0,95 0,89 i 
Citronensaure _ — 2,04 
10% Zucker Zucker --- — 318 
| Deckengewicht -— 2,14 
Urspriingliches Deckengewicht 1,30 g¢ 








305 


und Oxalsaure. 


0 0 0 0 0 
r++ Peet) tet ++ ++ 
++ ++ + andg : 0 


+4 t+ ++ aan + 


‘LayONT 94OG PUL SuuscpAyBN UOA Usyoepz|iq 985K, g 


0 0 0 0 — t) 

++-4 t+ ++ ++ and 

+++ | +++ | +44 ++ + 0 
U0 0 0 0 0 0 


aayonzZ YE yu DunsopyVN WOA UsyoepZ|[iq eF16Ry Gg 
— 0 
Ree | 454414445 ++ 
+t+++/) +++ | +++ ++ - 
U 0 0 U 

‘ayonZ %E pW HunsopAyRN UWOA usayoopz[t] VSLGBY G 


9 ¢ ¥ & é I 


uasey, Ul Janepsqonsia, 





IayonZ GOT 


}BJOOY-BN 


' rz O 
TIYONZ “oO 


}BJOOV-BN 


ayonZ “ool 


PBIBOY -BN 


SUNSO[SYONSTO A 





Biochemische Herkunft von Citronen- 


(UAT WwuUTeyS) “A O[19 QB YJ 


sl 


+ + ++ ++ ++ + + 

+ | + | +++ | ++ +t+ +++| + 

1 6 = a ls 

) 0 0 0 ) 0) 0 
“SUNSOTJBIING JNw Use] WesisyyEg youu usayxoapz]i] 


5 5 z 3 cu oe 
tHe aH ttt ttt] t+ 44+ 
++ +++ +44 +4+4+ F¢+ °- 
+ 0 0 0 +--+ _ 
*Zunse JIQUN UuoA }YoAp ug yoopZ[lq 


ri I g + € z I 





Byesaeyonz | 


_- + 
os --+- + ++ ++ 


}[VUos1eyou7z , 


oO 


| » + dgayonz “ OT 
\ 


}BJOOVY-BN 


1eyouZ YT 


}BIOV-BN 


SUNSO[SYONSAI A 








s.r — Sa OC — ~_——_— = =~ Oe HS 
ait Be s5& 6a os & eA e=2's 0 
» SS ~ wm & +iostso =S& =< 
0.4 = i = 3s 3S :8 = es = - § Sa 
a 1 & : ey a 3S ee noo oe 


Aa cL , RPI 

LU'8 j 962 

18°V GLO Yo > OLURBUDUOIYL) 

980 q 090 JO rMasuayoa(| | 

[c'] | ‘ 99'l , OAINESSISS] b, tae se + + YBPOOY-BN 
8¢°0 TZ 0 AANBSUIUOL LY 


Trofimova: 


Byosounysuouotzt,) exooq, oyosunadsayy 


JOUMEL) 


r 


98°0 al 4 JWOIMADUI ya] 
068 80'8 Iayon7 
0 690 ainvsuguod}ty) 


E. 


Iyonz °LO] 


LEG 090 OINUSTISS | 
0 OINPSUIUOTYL) 


| 
F9 0 L¢0 }PIIMGTUBYNEC] 
}BIQDY-BN 





D 0 
ISOTIQRN 


(u1d9 OOT) Sunsolsyonss9 A » ayuqad 


uasARE UL J 





-dayon 
usyood, esau Ee ies 


W. Menzschinskaja u. 





. 
4 


‘8 LA 9119q BL 


++ ++4++/ 4 ‘sy | 1oyonZ %YOI 
* | ee 80 | es 
+ indg ‘sy | + + +e FRIODY-BN 


te 
" 


— 
vA 
h 
2 

4 
re 

nal 

aa) 


1dYOUT %*OT 


Ss. 


}BIOOV-BN 


Wi. 


j 


eg 


30 


UaFRpE UL LaNEpsyoNssa uasBy, UL LaNepsyonssadA : Sunso[syonss9 4 
Uayva(] oALIRIG usyoeq oF13RIE 





(UAT UTUTRYS ) “IA 91199C BL 

















Biochemische Herkunft von Citronen- und Oxalsaure. 307 


Versuchsreihe 3. Stamm Illa. Temperatur 30/25°. Deckenalter 
) Tage. In den Kontrolldecken wurde keine Citronensaure nachgewiesen. 
ie Versuchsanordnung und die Ergebnisse ersieht man aus der Tabelle III 
id Ila. 

Versuchsreihe 4. StammI. Temperatur 32/25°. Deckenalter 2 und 
5 Tage. Die Versuchslésungen wurden unter die einen Pilzdecken un- 
mittelbar nach ihrer Ziichtung und unter die anderen nach ihrer Kultur 
wahrend 3 Tagen auf 2° iger Na-Sulfatl6sung gebracht. Die Versuchs- 
inordnung und die Ergebnisse siehe Tabellé IV. 

Versuchsreihe 5. Stamm IVn. Temperatur 30/25°. Die Pilzdecken 
wurden auf Nahrlésungen mit 3 und 20°, Zucker geziichtet. Von der 
Nahrlésung mit 3°, Zucker wurden die Pilzdecken zum Versuch in 3- 
ind 6tagigem Alter genommen. Im letzteren Fall wurde der Zucker in der 
Nahrlésung durch die Pilzdecken vollstandig verbraucht. Die Versuchs- 
anordnung und die Ergebnisse ersieht man aus der Tabelle V. 

Versuchsreithe 6. Stamm IVn. Temperatur 30/25°. Deckenalter 
3 und 6 Tage. Die Decken wurden auf den Nahrlésungen geziichtet, die 
3 und 20% Zucker und halb so viel Nahrsalze wie die iiblichen Naihrlésungen 
enthielten. Die Versuchsanordnung und die Ergebnisse ersieht man aus der 


Tabelle VI und VIa. 





Versuche iiber die Spaltung geharteter Ole durch Pankreaslipase. 
Von 
Finn Tofte. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 1. Juli 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die bisherigen Versuche tiber die Verdauung von Fettstoffen 
welche einen regelmaBigen Bestandteil der menschlichen Nahrung 
bilden, wurden an Menschen oder an Tieren durch Perioden ver 
schiedener Dauer in Gestalt von Nutzbarmachungsversuchen voi 
genommen, wobei man sich hauptsachlich der Erforschung der Frag: 
gewidmet hat, inwieweit in bezug auf die Nutzbarmachung der ver 
schiedenen Fettstoffe, insbesondere je nach deren animalischem odec1 
vegetabilischem Ursprung, ein Unterschied bestehe. 


So haben Smith, Miller und Hauk! die relative Verdaulichkeit von 
Schweineschmalz vom Schmp. 45°C und von gehairtetem Baumwollsaaté| 
vom Schmp. 36°C bestimmt und hierfiir eine Spaltung von 94,7 bzw 
93,4 °% gefunden, ebenso wie Erlandsen, Fridericia und Elqstrém? durch drei 
kurzdauernde Nutzbarmachungsversuche an Menschen nachgewiesen haben, 
daB gehartetes Walfett sich eben so ausgiebig wie Butter nutzbar machen 
laBt, da die Differenz der Nutzbarmachung dieser beiden Fettstoffe 0,9 °, 
nicht iiberstieg. A. Hlgstrém*® hat spaterhin durch langdauernde Versuche 
dies auch in bezug auf Ratten bestatigt. MWe Clure und Carr 4 wollen durch 
Verabreichung verschiedener Fettstoffe an Tauben, welche sonst die gleiche 
Nahrung bekamen, nachgewiesen haben, daB der Wert der Fettstoffe fii 
die Tauben von den spezifischen Eigenschaften der betreffenden Stoffe 
abhangig war, allerdings ohne Relation zu irgendwelchen der bekannten 
Konstanten. Holmes und Deuwel® haben durch Versuche an Menschen nac! 
gewiesen, daB die Nutzbarmachung der drei vegetabilischen Ole: Baumwol! 
saatél, Erdnu86l und Maisé] mit sinkendem Schmelzpunkt zunehmen« 
war, und da® gehartete Ole fiir den menschlichen Organismus die gleich 
Ausnutzbarkeit besitzen wie natiirliche Fettstoffe vom gleichen Schmelz 
punkt. SechlieBlich haben Langworthy, Holmes und Deuel® durch dreitigige 
Versuche an Menschen die Nutzbarmachung dreier groBer Fettstoffgrupper 
untersucht. Sie konstatierten zwischen Fettstoffen animalischen und veg 
tabilischen Urspungs keinen belangreichen Unterschied; der Nutzbai 
machungsgrad von Fettstoffen mit einem Schmelzpunkt tiber der Kérpe: 
temperatur fallt indessen mit steigendem Schmelzpunkt. Versuche mit 
geharteten Olen haben erwiesen, daB sich ein Ol mit einem bestimmte! 
Schmelzpunkt ebenso ausgiebig nutzbar machen lieB, wie eine Mischuns 


! J. of biol. Chem. 18, 505, 1915. * Hygiejnisk Tidskrift 10, 147, 
1917. 3 Bibl. f. Laeger 1923, S. 519. + Amer. J. of Physiol. 74, 70. 
5 Amer. J. of Physiol. 54, 479. — ® Ind. and Eng. Chem. 15, Nr. 3. 


S. 276. 
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nes Fettstoffes mit niedrigem und eines gehirteten Oles mit hohem 
Schmelzpunkt. 

Samtliche der obengenannten Versuche sind Stoffwechselversuche, 
welche teils durch Messung der den Organismus mit den Exkrementen 
ungespalten verlassenden Menge die Bestimmung des Umfangs der 
Nutzbarmachung innerhalb des Verdauungskanals, teils durch Messungen 
des Stoffwechsels, des Stickstoffumsatzes usw. eine Feststellung des 
Wertes der einzelnen Fettstoffe fiir den Verlauf des Stoffwechsels 
bezwecken. 

Fiir das Schicksal der Fettstoffe innerhalb des Verdauungskanals 

mit anderen Worten: fiir ihre Verdaulichkeit ist zweifellos deren 
groBere oder kleinere Geneigtheit, den Ventrikel schnell zu verlassen, 
vorwiegend maBgebend. Fiir den Begriff Verdaulichkeit, d. h. der 
Leichtigkeit, mit welcher ein Nahrungsmittel abgebaut und resorbiert 
wird, sind dagegen die zuverlassigsten Aufschliisse durch Versuche 
in vitro erreichbar, da sich bei Stoffwechselversuchen nur mit Schwierig- 
keit feststellen laBt, wie weit einige Bestandteile mit den Exkrementen 
nichtresorbiert ausgeschieden worden sind, oder aber ob diese Menge 
als MaBstab der Arbeit des Verdauungskanals an sich, um alles abbauen 
und resorbieren zu lassen, gelten kann. 

E. F. Terroine* hat die Spaltungsgeschwindigkeit niedrigmolekularer 
Triglyceride und natiirlicher animalischer und vegetabilischer Fett- 
stoffe durch Pankreaslipase bei verschiedenen Temperaturen durch 
Titrierung untersucht und gelangt durch diese Versuche zu der Schlub- 
folgerung, daB die Spaltungsgeschwindigkeit nicht von dem physikali- 
schen Zustand der Fettstoffe, sondern von ihrer chemischen Natur 
abhangt, und zwar insbesondere von ihrer Jodzahl als Ausdruck ihres 
Gehalts an ungesattigten fetten Sauren. Die Versuche der vorliegenden 
Arbeit bezwecken eine nahere Erlauterung dieser soeben genannten 
Beobachtungen durch Erforschung der innerhalb des einzelnen Fett- 
stoffes fiir die Spaltungsgeschwindigkeit maBgebenden Faktoren: 
ferner sollen sie einen direkten Vergleich der Spaltungsgeschwindig- 
keiten von Fettstoffen verschiedener Natur und Hartungsgrade liefern. 

Fir die Bestimmung der Spaltungsgeschwindigkeit wurde die 
freigesetzte Menge fetter Sauren mittels der von O. Warburg angegebenen 
Methodik gemessen, welche sich bei fermentativen Vorgangen, bei 
welchen Saure freigesetzt wird, erfolgreich verwenden JaBt, so z. B. 
bei fett- und esterspaltenden Fermenten, wozu die Methode zuerst 
von Rona und Lasnitzki? benutzt wurde. Wir vermégen somit den 
Verlauf des betreffenden Vorganges zu verfolgen, sowie ferner dank 
der Empfindlichkeit der Methodik ganz geringfiigige Sauremengen 


1 J.de Phys. Path. 15, 1125, 1913. 2 Diese Zeitschr. 152, 504, 1924. 
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zu messen, was erméglicht, den Vorgang mit einer nur auBerst gering 
fiigigen Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration verlaufe: 
zu lassen, und somit den relativ groBen EinfluB zu hemmen, welche: 
eine auch nur geringfiigige Verschiebung des py auf den lipolytischen 
Vorgang ausiibt. 


Fiir die Versuche wurden GefaéBe von etwa 7 ccm Inhalt benutzt und 
die Konstanten durch Auswaigung mit Quecksilber bestimmt. Vor der 
Versuch wird in das HauptgeféB eine bestimmte Menge Substrat in Bi 
carbonatlésung eingebracht, in den Nebenkolben die Lipase und der akti 
vierende Faktor CaCl,. Die gefiillten GefiBe werden mit Brodies Lésung 
enthaltenden Barcroft-Manometern verbunden, und unter vorsichtiger 
Schiitteln (80- bis 100mal pro Minute) ein aus N, mit 5,7 % CO, bestehendes 
Gasgemisch durchgeleitet. Das als Thermobarometer benutzte Kontrollgefa’, 
wird in genau der gleichen Weise behandelt. Nach einer 5 Minuten langen 
Vorperiode wird die Lipase aus dem Nebenkolben auf das Substrat hin 
iibergeschaukelt, wodurch die Spaltung beginnt. Nach weiteren 5 Minuten 
nehmen die Ablesungen ihren Anfang, wodurch in der Berechnung ein 
Beriicksichtigung der CO,-Menge vermieden wird, welche das saure Enzym 
praparat aus der Bicarbonatlésung austreiben kann. 

Als Enzym diente ein Trockenpraiparat der Pankreaslipase vom 
Schwein, aus dem die wiasserigen Enzymlésungen hergestellt wurden. 
Da sich die Versuche tiber eine langere Zeit erstreckten, hat es sich als 
unmdéglich erwiesen, fortwahrend mit derselben Lésung zu arbeiten. Man 
hat somit auf endgiiltig quantitative Angaben verzichtet und sich mit 
einer Messung der relativen prozentweisen Spaltungen einer willkiirlichen 
Einheit gegeniiber begniigen miissen. Der Verlauf der Spaltung war nui 
wihrend einer kurzen Periode geradlinig, die Kurven fielen schnell ab, 
wahrscheinlich als Ausdruck der Thermolabilitat des Enzyms. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde vor und nach dem Versuch 
mittels Chinhydronmessung (Biilmann) bestimmt, und variierte zwischen 
pu 7,6 und 7,8 am Anfang, und py 6,9 bis 7,1 wahrend des Versuchs; das 
pu am Anfang entspricht laut Rona und Bien! dem py-Optimum de 
Schweinepankreaslipase. 

Samtliche fiir die Versuche benutzten geharteten Ole wurden giitigst 
von der Otto Ménsted A.-G., Kopenhagen, zur Verfiigung gestellt, in deren 
Laboratorium die Konstanten fiir die Ole bestimmt wurden. Folgende 
gehartete Ole wurden benutzt: 





Nr. ockdaabenbi Klarschmeizpunkt Jodwert 
0c 0¢ 
Sojadle: 
II 31,6 35,6 74,3 
IV 33,9 35,5 71,0 
VItl 42.3 43.3 63,3 
Walle: 
VII 51,1 33,7 73,8 
I 32,6 36,5 66,2 
Ill 35,7 37,2 62,8 
IX 38.8 41,9 57,3 


1 Diese Zeitschr. 64, 13, 1914. 
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Beispielsweise seien die folgenden Versuche mitgeteilt: 


‘ 


Temperatur 30,1°C, 
0,5ceem n/40 NaHCO,, 0,3 g Substrat. 


(0,1 cem Lipase, 0,1 cem 3% ige CaCl, 





GefiB Nr... .. 1 2 3 4 Kontrolle 
yefaBbkonstante . 0,60 0,69 0,65 0,64 2.1 
Yk: Se I Ill Vil IX 

Beginn. ... 77 mm 82.5 mm 74,5 mm 76 mm 2 mm 
S Mim. lk. 107.5 , BY. «4 ie . im " 
6 , Sc tge 7 132 a StS . 135 . 120 a 

9 . ase 156, 150.5 , 165.5 , 135.5 . 2,5 
ie. ye ia ~~ 169,5 , 200.5 , 149.5 : 


Durch Multiplikation der gefundenen Drucksteigerungen mit den Gefab- 
konstanten ergeben sich, die relative Spaltungsgeschwindigkeit des lang- 
samst gespaltenen Oles, naimlich Ol Nr. IX (Abb. 1) gleich 100 gesetzt, 
folgende relative Werte fiir die die anderen Ole: 








Gitte: Bol io SG, OUNr. VII . . . 234% 
OMNr. IIT... . . 139% OINr. IX. . . . 100% 
180 ) 
———+ —— 





Relative Spaltung 
§ § § 8 8 














110}— 

100\— 

40 

80}- 

70}- 

50 70 
Minuten 
Abb. 1. 


Wie ersichtlich, besteht also ein Unterschied der Spaltungs- 
geschwindigkeit von Olen verschiedenen Hartungsgrades, indem ein 
Walél mit niedrigem Schmelzpunkt und hohem Jodwert schneller 
gespalten wird als ein Ol mit héherem Schmelzpunkt und niedrigerem 
Jodwert. Die Méglichkeit einer Entscheidung, welche der beiden 
Konstanten die ausschlaggebende oder bedeutsamste ist, wird im nach- 
stehenden besprochen. 

Bei Variierung der Temperatur der betreffenden Verdauungsversuche 
ergibt sich folgendes: 
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Temperatur 33,8° C. (0,1 cem Lipase, 0,15 cem 3 %ige CaCl, 
0,5 cem n/40 NaHCO,, 0,2 g Substrat.) 





SR Te 6k Se iw OTS pe Oe ee i 3 4 2 Kontrolle 
GotsGhonstemte «1. 2. ck op ew Oe we I 0,65 0,64 0,69 2,1 
Ce eae aes eee \ Vil IX I . 
A ee eee, 47 mm 27 mm 54 mm —1,5mm 
Re ety eg cay, eg tee te)  — 55, 98,5 , |}—1,5 
oe Te oa a ke 8. ee 845 , 129 , |—2,0 
ere oe. I SOS TR oe eg Te es 
Relative Spaltungsgeschwindigkeit . | 154°, 100°, 121% 


Temperatur 34,2°C. (0,1 cem Lipase, 0,05 cem 3 %ige CaCly, 
0,5 ceem n/40 NaHCO,, 0,2 g Substrat.) 





bt. ae Ua oe ee a eter aa 3 4 Kontrolle 
CORON 4. 6.4 0 he ee 0,65 0,64 2,1 
NN ia ca) a NG: fyi te? atin ake si faults IX II] 

oS ne ane ne ag Cet cae RN Lire 36 mm 48 mm 0 mm 
WG er ts. ee ke eae (o- O10 —0O05 , 
4 , AE eeepc ra sy Vaan Ase SY i ao fae 
Relative Spaltungsgeschwindigkeit . 100% 111% 


Die Abb. 2 zeigt im Diagramm die bei 34°C ausgefiihrten Versuche, 
wobei auf der Ordinate die relative Spaltung des Oles Nr. IX gegeniiber 


den stirker gespaltenen und auf der Abszisse der Schmelzpunkt der be 


treffenden Ole aufgezeichnet wurde, und zwar ist dieser als Mittelzah! 


des Anfangs- und des Klarschmelzpunktes angegeben. 


160 





Relative Spaltung 


OC 


@ fi) (va) 
Schmelzpunk? der Ole 


Abb. 2. 


Temperatur 36,1°C. 





GefaB Nr... 1 sw ee eee 1 4 2 3 Kontrolle 
Gefibkonstante ......+.. 0,60 0,64 0,69 0,65 2,1 
Us Ss 6 ss ae © ee eS VII IX VII IX 

Beginn. ........ {| 29 mm; 515mm 37 mm, 54,5mm _ 

- wee: eee | oe! ee ee 


.. oe ee a ee ae 
Se ee ae ss ee 


Relative Spaltungs- i 
geschwindigkeit . . . |}111°, 100% 119% 100% 
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Wie aus den Versuchen ersichtlich, nimmt der relative Unterschied 
der Spaltungsgeschwindigkeit zweier Ole mit verschiedenem Jodwert 
bei steigender Temperatur stark ab, so daB die Differenz bei Kérper- 
temperatur nur eine geringfiigige ist. Fir Sojaél ist das gleiche 
der Fall (Abb. 3). Die Abb. 4 zeigt im Diagramm die Werte fiir Ol 
Nr. IV bezogen auf 0! Nr. VIII, bei 30 bzw. 34°C gemessen. 














150 ms 
t 
S Pp 30° ox x 
x 130 = 7 T x 
a 
= 120|———— + = 
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= 10 t r 
- | j 
100 iA l 1 1 1 1 l } | 
ae 40" Kg KC 
Schmelzpunkt der bie 
Abb. 3. 





Lf), 
Jl 























(m) vy) 
Mittelschmetzpunkt der We 
Abb. 4. 


Die Frage, wieweit der Schmelzpunkt eines Fettstoffes, oder aber 
dessen Gehalt an ungesattigten fetten Sauren, fiir die lipolytische 
Spaltungsgeschwindigkeit maBgebend ist, ist geprift worden. Man 
hat zu diesem Zwecke einmal die Spaltung zweier Fettstoffe mit 
gleichem Schmelzpunkt, aber verschiedenem Jodwert, und ferner 
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die Spaltung zweier Fettstoffe, fir welchen das Umgekehrte gilt 
miteinander verglichen. Folgende reine Fettstoffe wurden benutzt: 





Jodwert 


Schmelzpunkt (Waller) } 


Triolein 84,3 


MOMOMOIGR 3). soe 6s 4s ee ee ee 54,6—54,8 


Saree Haare se) 1 ae, here cae 71,8—72,0 Ge fal 
. bite , jase : ~ ero < Gefal 
Mischung von Triolein und Tristearin. . . . 54,8—55,6 d IN 
Die Versuche wurden iibrigens genau wie die vorstehenden ausgefiihrt, Jodw 


nur ohne Luftdurchstrémung. 


Temperatur 28,5°C. 





GefiB Nr 1 3 Kontrolle 


GefaBkonstante 0,65 0,64 
Substrat Tripalmitin Tristearin 


RMN cise 5) oe tan lara tare 63 mm 60 mm 
Ee Coe ie Sa) eee mi aie 8 +s 
4 Re re eer ny eee it6 92.5 , 


” 


13 ee 135 , 114, 


Relative Spaltungsgeschwindigkeit . 121,5% 100% 

unge 
Ol } 
GefaB Nr.... > 2 3 Kontrolle Wa 


GefaBkonstante ; 0,65 0,64 
Substrat Tripalmitin Mischung 


Temperatur 28,8°C. 





ONO ote Rs so Sh ee 61,5 mm +1 
ME oF ora bk eee ee 99,5 . + 1,5 
12 ii Oh hs Rie eg Cie ana 121.5 . 


” 


22 Mer ec nena 4 125 


” a a a ee 


Relative Spaltungsgeschwindigkeit . 100°) 


Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, hat der Jodwert fiir dic 
Spaltungsgeschwindigkeit eines Fettstoffs keine direkte Bedeutung. 
und eine indirekte nur insofern, als der Gehalt an ungesattigten fetten 
Sauren den Schmelzpunkt beeinfluBt. Des weiteren ist konstatiert 
worden, da8B eine Mischung zweier Fettstoffe mit hohem bzw. niedrigem 
Schmelzpunkt in einem derartigen Verhaltnis, daB der Schmelzpunkt keit 

schit 
1 Holde, Untersuchungen der Kohlenwasserstoffe und Fette. Berlin schn 
1913. des 
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lieser Mischung demjenigen eines dritten nicht gemischten Fett- 
toffs entspricht, ebensoschnell gespaiten wird wie dieser letztere, 
was die von Holmes, Langworthy und Deuel beobachteten Erscheinungen 
bestatigt. 

Eine Untersuchung dieses Verhaltens fiir Soja- und Wald! ergibt: 


Temperatur 30,0° C. 





GefaB Nr 2 3 4 Kontrolle 
GefaBbkonstante ; 0,69 0,65 0,69 
1] Nr. j Vill lil Ill 


Jodwert 63,3 mm 62,8 mm 


121 
141,5 


121 
1345, 


126,5mm_ 127 
a 5 1140 


Beginn . mm mm mm 


3 Min. 


158 
175 
191 
203 


151 
170 
186,5 
199 


177 
204 
225 


204 


» |1025., 
» | 198 
» | ane 


» | 293,5 


+ 0,5 


+ 0,5 


Relative Spaltungs- 


geschwindigkeit 100% 135% 


Ein Vergleich der Ole Nr. I und IV mit Jodwert 66,2 bzw. 71,0, aber 
ungefahr gleichem Mittelschmelzpunkt, namlich fiir Ol Nr. I 34,55, fiir 
Ol Nr. IV 34,7, ergibt folgendes Verhaltnis der Spaltungsgeschwindigkeit : 





Wall Nr. I 


9% 


100 


Mittelwert: Walél Nr. I 100%; Sojaél Nr. IV 109 + 2,6°.* 


Sojaél Nr. 1V 


117 





Wald! Nr. I 


0 


0 0 
118 

88 

105 

92 

128 


_— 100 


Sojaél Nr. IV 
0 


* Mittelfehler der Mittelzahl nach der Formel: «(M) = 





Wald! Nr. I 
0 0 


6 ‘ 
bestimmt. 
y 


Soja6l Nr. IV 


0 
0 


117 
120 
108 
126 
115 

85 


Die Spaltungsgeschwindigkeit des Sojaéls ist also um eine Kleinig- 


keit gréBer, was indessen nicht mit Sicherheit als ein wirklicher Unter- 
schied zwischen den beiden Olen gedeutet werden darf, da der Mittel- 
schmelzpunkt des benutzten Sojaéles 0,15°C héher ist als derjenige 
des Waldles. 





F. Tofte. 


Zusammenfassung. 
1. Waléle und Sojaéle verschiedenen Hartungsgrades wurden 
mittels Pankreaslipase gespalten und die relativen Spaltungsgesch windig- 
keiten mittels Barcroft-Warburg-Manometer bestimmt. 


2. Je héher der Hartungsgrad eines Oles, je niedriger seine Spaltungs- 


geschwindigkeit. 
3. Der Unterschied der Spaltungsgeschwindigkeit zweier Ole mit 
verschiedenem Hartungsgrad nimmt mit steigender Versuchstempe- 
ratur ab. 

4. Versuche mit Tripalmitin, Tristearin und einer Mischung von 
Tristearin und Triolein erweisen, daB der Jodwert fiir die Spaltungs- 
geschwindigkeit eines Fettstoffes keine direkte Bedeutung hat und eine 
indirekte nur insofern der Schmelzpunkt von diesem Wert abhangt. 

5. Versuche mit Wal6] und Soja6él von ungefahr gleichem Schmelz- 
punkt sprechen nicht gegen die Annahme, daB diese beiden Ole durch 
Pankreaslipase mit gleicher Geschwindigkeit gespalten werden. 


Der Otto Ménsted A.-G., Kopenhagen, deren Unterstiitzung und Interesse 
die obigen Versuche erméglicht haben, bin ich zu groBem Dank verpflichtet. 





